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ABSTRAK 
 
Nama : Mastang 
Nim : 60300112111 
Judul Skripsi :“Isolasi dan Identifikasi Bakteri Pengakumulasi Logam 
Berat Timbal (Pb) pada Endapan Sedimen Kanal Sekitar 
Rumah Susun Kota Makassar” 
 
Bakteri pengakumulasi logam berat timbal (Pb) yaitu bakteri yang mampu 
mengurangi logam berat timbal (Pb) melalui proses absorpsi, produksi senyawa 
ekstraseluler atau sintesis enzimatis. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui 
karakteristik koloni bakteri yang dapat mengakumulasi logam timbal, spesies bakteri 
yang dapat mengakumulasi logam timbal dan jumlah logam berat timbal (Pb) yang 
terakumulasi oleh bakteri pada endapan sedimen kanal sekitar rumah susun kelurahan 
Mariso kota Makassar. Sampling dilakukan pada titik yang berbeda yaitu kanal 
rumah susun (lokasi A), kanal belakang rumah sakit Siloam (lokasi B) dan kanal yang 
berhubungan langsung dengan air laut (lokasi C). Metode penelitian menggunakan 
analisis deskriptif, identifikasi molekuler dengan primer 16S rRNA dan uji akumulasi 
bakteri terhadap logam timbal. Tahapan penelitian meliputi isolasi bakteri, 
identifikasi molekuler gen 16S rRNA dan uji akumulasi bakteri terhadap logam 
timbal (Pb) dengan konsentrasi 250 ppm. Hasil penelitian diperoleh 22 isolat, seleksi 
dilakukan dengan cara melihat pertumbuhan koloni yang paling baik pada media, 
yaitu isolat A8 (kanal rumah susun), B3 (kanal belakang rumah sakit Siloam) dan C2 
(kanal yang berhubungan langsung dengan air laut). Hasil dari identifikasi molekuler 
menunjukkan bahwa isolat A8 adalah bakteri Pseudomonas aeruginosa, isolat B3 
adalah bakteri Alcaligenes faecalis dan isolat C2 adalah bakteri Bacillus 
thuringiensis. Bakteri Pseudomonas aeruginosa dapat menurunkan 250 ppm menjadi 
8.805 ppm, bakteri Alcaligenes faecalis dapat menurunkan 250 ppm menjadi 3.875 
ppm dan bakteri Bacillus thuringiensis dapat menurunkan 250 ppm menjadi 0.39 ppm 
dalam waktu 2x24 jam. 
 
Kata Kunci: Pseudomonas aeruginosa, Alcaligenes faecalis, Bacillus thuringiensis, 
Logam Timbal, Akumulasi. 
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ABSTRACT 
 
Name :  Mastang 
SIN :  60300112111 
Minithesis Title : “Isolation and Identification of Bacteria Accumulating 
Heavy Metal Lead (Pb) on Canal Sediment Deposition 
Around Town Flats Makassar” 
 
 
Bacteria accumulating heavy metals lead (Pb) are bacteria that capable to reduce 
heavy metals lead (Pb) through the absorption process, the production of extracellular 
compound or enzymatic synthesis. This study was conducted to determine the 
characteristics of bacterial colonies that can accumulate the lead metal, the species of 
bacteria that can accumulate metal lead and the amount of  heavy metal that 
accumulated by bacteria on canal sediments canal around the apartment village 
Mariso Makassar. Sampling was done at different point, namely the canal flats 
(location A ), canal behind its hospital Siloam (location B) and canal in direct contact 
with sea water (location C). The research method was used descriptive analysis, 
molecular identification by 16S rRNA primer and test the accumulation of bacteria to 
metallic lead. Stages of research include the isolation of bacteria, the molecular 
identification of the 16S rRNA gene and test of bacteria accumulation to metal lead 
(Pb) with a concentration of 250 ppm. The results were obtained 22 isolates, the 
selection was done by looking at the best growth of colony on the media. They are 
isolates A8 (canal flats), B3 (canal behind its hospital Siloam) and C2 (canal 
associated directly with sea water). The results of molecular identification showed 
that the bacterial isolates A8 is Pseudomonas aeruginosa, isolates B3 is Alcaligenes 
faecalis bacteria and isolates C2 is the bacterium Bacillus thuringiensis. 
Pseudomonas aeruginosa able to lowered to 250 ppm to 8.805 ppm, Alcaligenes 
faecalis bacteria able to degrade 250 ppm to 3.875 ppm and Bacillus thuringiensis 
bacteria able to degrade 250 ppm to 0.39 ppm in 2x24 hours. 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Alcaligenes faecalis, Bacillus thuringiensis, 
Metals Lead, Accumulation. 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
Pencemaran lingkungan merupakan suatu keadaan yang terjadi karena 
perubahan kondisi tata lingkungan (tanah, udara dan air), sehingga bersifat merusak 
dan merugikan kehidupan manusia, binatang dan tumbuhan. Kehadiran benda-benda 
asing seperti sampah, limbah industri, minyak dan logam berbahaya sebagai akibat 
perbuatan manusia, sehingga mengakibatkan lingkungan tersebut tidak berfungsi 
seperti semula. Pencemaran dapat terjadi di udara, darat dan perairan (Aminah, 2009). 
Pencemaran perairan adalah pencemaran yang sangat mengkhawatirkan dan 
merugikan, pencemaran ini sering kali terjadi pada tempat yang berkembang pesat. 
Pesatnya pembangunan di suatu wilayah dapat mempengaruhi keadaan dari wilayah 
itu sendiri. Perubahan yang dapat terjadi khususnya pada kondisi lingkungan baik 
yang di darat atau diperairannya. Dampak terbesar dari pesatnya pembangunan adalah 
pencemaran yang sering kali merugikan lingkungan sekitar akibat dari industri, 
pembangunan perumahan atau gedung, asap yang menyebabkan polusi dan bahkan 
pestisida pertanian, sehingga menghasilkan berbagai macam limbah yang dapat 
mencemari lingkungan  (Lewaru, 2012). 
Pencemaran yang dapat ditimbulkan oleh limbah ada bermacam - macam 
bentuk. Ada pencemaran berupa bau, warna, suara, bahkan pemutusan rantai dari 
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suatu tatanan lingkungan hidup atau penghancuran suatu jenis organisme yang pada 
tingkat akhirnya akan menghancurkan tatanan ekosistemnya.  Pencemaran yang dapat 
menghancurkan tatanan lingkungan hidup, biasanya berasal dari limbah-limbah yang 
sangat berbahaya dalam arti memiliki daya racun (toksisitas) yang tinggi. Limbah 
yang sangat beracun pada umumnya merupakan limbah kimia, apakah itu berupa 
senyawa kimia atau hanya dalam bentuk unsur. Biasanya senyawa kimia yang sangat 
beracun bagi organisme hidup dan manusia adalah senyawa kimia yang mempunyai 
bahan aktif dari logam berat. Daya racun yang dimiliki oleh bahan aktif dari logam 
berat akan bekerja sebagai penghalang kerja enzim dalam proses fisiologis atau 
metabolisme tubuh sehingga proses metabolisme terputus. Disamping itu bahan 
beracun dari senyawa kimia juga dapat terakumulasi atau menumpuk dalam tubuh, 
akibatnya timbul masalah kronis (Palar, 2008). 
Undang-undang lingkungan hidup No. 32 tahun 2009 tentang perlindungan 
dan pengelolaan lingkungan hidup dijelaskan bahwa suatu tatanan lingkungan hidup 
dikatakan tercemar apabila kedalam tatanan lingkungan hidup itu masuk atau 
dimasukkan suatu benda lain yang kemudian memberikan pengaruh buruk terhadap 
bagian-bagian yang menyusun tatanan lingkungan hidup itu sendiri, sehingga tidak 
dapat lagi hidup sesuai aslinya. Pada tingkat lanjutnya bahkan dapat menghapuskan 
satu atau lebih dari mata rantai dalam tatanan tersebut. Sedangkan suatu pencemar 
atau polutan adalah setiap benda zat ataupun organisme hidup yang masuk kedalam 
suatu tatanan alami dan kemudian mendatangkan perubahan-perubahan yang bersifat 
negatif terhadap tatanan yang dimasukinya (Palar, 2008). 
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Suatu tatanan lingkungan hidup dapat tercemar atau menjadi rusak 
disebabkan oleh banyak hal. Namun yang paling utama dari sekian banyak penyebab 
tercemarnya suatu tatanan lingkungan adalah limbah. Limbah dalam konotasi 
sederhana dapat diartikan sebagai sampah. Limbah atau polutan, dapat digolongkan 
atas beberapa kelompok berdasarkan pada jenis, sifat dan sumbernya berdasarkan 
pada jenis, limbah digolongkan atas limbah padat dan limbah cair. Berdasarkan pada 
sifat yang dibawanya, limbah digolongkan atas limbah organik dan limbah anorganik. 
Sedangkan bila berdasarkan pada sumbernya, limbah dikelompokkan atas limbah 
rumah tangga atau limbah domestik dan limbah industri (Palar, 2008). 
Allah berfirman dalam QS Al-Rum/30 : 41.  
ََزَهَظََُداَسَفۡنٱََ ًِفََِّزثۡنٱَََوَِزَۡحثۡنٱََ يِذ ٌۡ َأَ ۡثَثَسَكَ اَِمتَِصاَّىنٱََ َضَۡعتَ مَُهقٌُِذٍِنيِذَّنٱَ
ََنُىعِجَۡزٌَۡمُهََّهَعنَْاُىهِمَع١َٔ 
Terjemahnya:  
Telah tampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena perbuatan 
tangan manusia, Allah menghendaki agar mereka merasakan sebagian dari (akibat) 
perbuatan mereka, agar mereka kembali (ke jalan yang benar) (Kementrian Agama 
RI, 2010). 
 
Dosa dan pelanggaran (fasad) yang dilakukan manusia, mengakibatkan 
gangguan keseimbangan di darat dan laut, mengakibatkan siksaan kepada manusia. 
Semakin banyak perusakan terhadap lingkungan, semakin besar pula dampak 
buruknya terhadap manusia. Semakin banyak dan beraneka ragam dosa manusia, 
semakin parah pula kerusakan lingkungan. Hakikat ini merupakan kenyataan yang 
tidak dapat dipungkiri lebih-lebih dewasa ini. Allah swt menciptakan semua makhluk, 
saling kait berkait. Dalam keterkaitan itu, lahir keserasian dan keseimbangan dari 
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yang terkecil hingga yang terbesar, dan semua tunduk dalam pengaturan Allah yang 
Maha Besar. Bila terjadi gangguan pada keharmonisan dan keseimbangan itu, maka 
kerusakan terjadi, dan ini kecil atau besar, pasti berdampak pada seluruh bagian alam, 
termasuk manusia, baik yang merusak maupun yang merestui perusakan itu (Shihab, 
2002). 
Kota Makassar merupakan kota terbesar keempat di Indonesia di kawasan 
Indonesia Timur sehingga kota ini sudah menjadi kota metropolitan. Berkembang 
pesatnya kota Makassar diiringi pula dengan berbagai pembangunan seperti 
pembangunan perhotelan dan pariwisata, kegiatan perindustrian, pembangunan rumah 
sakit dan pemukiman penduduk, sehingga menghasilkan limbah dari pembangunan 
itu sendiri dan memberikan dampak negatif bagi lingkungan. Kehadiran limbah 
tersebut dapat bersifat toksik bagi makhluk hidup melalui rantai makanan. 
Salah satu kelurahan yang menjadi sasaran pembangunan adalah kelurahan 
Mariso Kecamatan Mariso kota Makassar. Daerah ini meskipun pembangunannya 
begitu pesat namun warga masih kekurangan perhatian dan pengetahuan terhadap 
kesehatan lingkungan. Sehingga pada daerah ini masyarakat membuang sampahnya 
sembarangan di perairan seperti pada kanal, sungai, dan nantinya akan menuju ke laut 
tanpa memperhatikan keadaan lingkungan sekitarnya. Jika hal ini terjadi secara 
sistematis maka dampak yang akan diakibatkan oleh perbuatan tersebut ke depannya 
adalah timbulnya berbagai macam penyakit akibat pencemaran lingkungan itu 
sendiri. Melihat kondisi tersebut maka peneliti tertarik untuk melakukan penelitian 
dengan judul “Isolasi dan Identifikasi Bakteri Pengakumulasi Logam Berat Timbal 
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(Pb) pada Endapan Sedimen di Perairan Kanal Sekitar Rumah Susun Kota 
Makassar” harapan kedepannya hasil penelitian ini dapat dijadikan acuan untuk 
mengurangi dampak pencemaran lingkungan dengan memanfaatkan bakteri sebagai 
agen bioakumulator. 
 
B. Rumusan Masalah 
Berdasarkan latar belakang yang telah dipaparkan, maka rumusan masalah 
yang dapat ditarik yaitu : 
1. Bagaimana karakteristik secara makroskopik dan mikroskopik dari koloni bakteri 
yang dapat mengakumulasi logam berat timbal (Pb) yang terdapat pada endapan 
sedimen kanal sekitar rumah susun? 
2. Bakteri apa saja yang dapat mengakumulasi logam berat timbal (Pb) yang 
terdapat pada endapan sedimen kanal sekitar rumah susun? 
3. Bagaimana kemampuan bakteri mengakumulasi logam berat timbal (Pb) yang 
terdapat pada endapan sedimen kanal sekitar rumah susun? 
 
C. Ruang Lingkup Penelitian 
Ruang lingkup penelitian ini adalah : 
1. Pengambilan sampel dilakukan di daerah sekitar rumah susun kota Makassar pada 
tiga titik yang berbeda yaitu di daerah kanal rumah susun, kanal belakang rumah 
sakit Siloam dan kanal yang berhubungan langsung dengan air laut. 
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2. Sampel diisolasi, Jumlah bakteri dihitung dengan menggunakan penghitung 
koloni (Colony Counter) dengan metode Standar Plate Count (SPC), dan diamati 
karakteristiknya yang meliputi bentuk koloni, permukaan koloni, tepi koloni dan 
warna koloni. Kemudian diidentifikasi secara mikroskopik dengan pewarnaan 
gram dan pewarnaan endospora. Selanjutnya dilakukan identifikasi molekular di 
Laboratorium Biologi Molekuler dan Seluler Rumah Sakit Pendidikan UNHAS. 
3. Bakteri diuji kemampuannya dalam mengakumulasikan logam timbal dan 
dianalisis di Laboratorium Riset UIN Alauddin Makassar dengan menggunakan 
metode SSA (Spektophotometer Serapan Atom). 
 
D. Kajian Pustaka 
Menurut Prasetya dkk (2012) yang telah melakukan penelitian tentang 
adaptasi genera Bacillus pada media yang mengandung logam timbal yang bertujuan 
membandingkan daya adaptasi genera Bacillus terhadap cekaman logam timbal pada 
konsentrasi 10-25 ppm selama waktu pertumbuhan 24 jam. Media yang digunakan 
adalah media cair Nutrient Broth yang mengandung PbCl2 dengan konsentrasi 10-25 
ppm. Pola pertumbuhan diukur dengan Spektrofotometer pada λ 600 nm. Hasil pola 
pertumbuhan genera Bacillus hampir seragam pada konsentrasi perlakuan PbCl2, 
yaitu awal 0 – 2 jam merupakan fase adaptasi, jam ke 2 – ke 12 adalah fase 
eksponensial, jam ke 12 – 20 adalah fase stasioner dan setelah jam ke 20 menunjukan 
fase kematian. Semua generasi Bacillus menunjukkan daya adaptasi yang baik pada 
konsentrasi 15 ppm PbCl2 kecuali Bacillus DA 11 dapat beradaptasi pada konsentrasi 
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20 ppm bahkan Bacillus S1 pada 25 ppm. Resistensi Bacillus terhadap logam timbal 
berhubungan dengan gen di dalam plasmid, transport aktif yang melibatkan ATP atau  
melalui fase peningkatan pada permukaan dinding sel yang mengandung 
eksopolisakarida. 
Hasil penelitian ini juga telah didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh 
Wulandari (2005), identifikasi bakteri pengikat timbal (Pb) pada sedimen di perairan 
sungai siak, yang bertujuan untuk mendapatkan isolat-isolat bakteri yang mampu 
mengikat logam berat khususnya timbal (Pb) untuk mengurangi pencemaran timbal 
dari limbah industri secara biologis dan diharapkan dapat memberikan informasi 
tentang peran mikroorganisme (bakteri) sebagai pengikat (bioserbent) logam berat 
khususnya timbal untuk mengurangi pencemaran di suatu perairan sungai. Jumlah 
total bakteri pengikat timbal (Pb) pada sedimen di perairan sungai Siak Pekanbaru 
berkisar antara 3,0 x 10
7
 samapai 1,5 x 10
8
 sel/ml. isolasi bakteri pengikat Timbal 
(Pb) pada sedimen di perairan sungai Siak Pekanbaru yang ditemukan 6 jenis yaitu 
Micrococcus, Corynebacterium, Phenylobacterium, Enhydrobacter, Morrococcus, 
Flavobacterium. 
 
E. Tujuan Penelitian 
Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini yaitu : 
1. Untuk mengetahui karakteristik secara makroskopik dan mikroskopik bakteri 
yang dapat mengakumulasi logam berat timbal (Pb) yang terdapat pada endapan 
sedimen kanal sekitar rumah susun. 
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2. Untuk mengetahui jenis bakteri yang dapat mengakumulasi logam berat timbal 
(Pb) yang terdapat  pada endapan sedimen kanal sekitar rumah susun. 
3. Untuk mengetahui kemampuan bakteri mengakumulasi logam berat timbal (Pb) 
yang terdapat pada endapan sedimen kanal sekitar rumah susun. 
 
F. Kegunaan Penelitian 
Adapun kegunaan dari hasil penelitian ini yaitu : 
1. Mendapatkan isolat bakteri yang dapat mengakumulasi logam berat timbal (Pb) 
yang terdapat pada endapan sedimen kanal sekitar rumah susun. 
2. Memberikan informasi kepada masyarakat tentang keberadaan pencemaran logam 
berat timbal (Pb) pada endapan sedimen kanal sekitar rumah susun. 
3. Sebagai acuan untuk penelitian selanjutnya. 
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BAB II 
TINJAUAN TEORITIS 
 
 
A. Tinjauan Umum Lokasi Penelitian 
Kecamatan Mariso merupakan salah satu kecamatan yang terdapat di kota 
Makassar, secara geografis kecamatan Mariso merupakan kecamatan yang memiliki 
luas wilayah yang paling kecil yakni hanya 1,04% dari luas wilayah Kota Makassar 
atau sekitar 1,82 km
2
, dengan tingkat kepadatan sebesar 30.009 jiwa/km
2
. Potensi 
sumber daya alam di Kecamatan ini yaitu subsektor perikanan laut. Kecamatan 
mampu menghasilkan 1.227 ton hasil laut atau 3.767.509 rupiah. Penggunaan lahan 
di kecamatan ini sebagian besar diperuntukkan pada pemukiman, pertokoan, dan 
perkantoran. Padatnya Pertumbuhan jumlah penduduk dan urbanisasi menimbulkan 
masalah tersendiri bagi pembangunan di perkotaan. Dampak langsung yang dihadapi 
oleh pemerintah kota adalah semakin sempitnya lahan yang tersedia bagi penduduk, 
akibatnya persaingan untuk mendapatkan tempat tinggal menjadi problem tersendiri 
(BPS, 2013).  
Pemerintah Kota Makassar telah berupanya untuk melakukan peningkatan 
kualitas prasarana lingkungan permukiman seperti pembangunan rumah susun 
sederhana sewa (Rusunawa) dan sosialisasi akan pentingnya kebersihan dan sanitasi 
lingkungan, program kali bersih serta program stimulan yang salah satu kegiatannya 
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adalah pengadaan peralatan kebersihan yang didistribusikan melalui kecamatan dan 
kelurahan yang ada di Kota Makassar (Alamsyah, 2013). 
Pembangunan Rusunawa adalah upaya pemenuhan kebutuhan masyarakat 
berpenghasilan rendah dalam penyediaan tempat tinggal. Pembangunan rumah susun 
di Kota Makassar khususnya di Kecamatan Mariso dimulai pada tahun 2005, Konsep 
pembangunan ke arah vertikal seperti rumah susun, flat, dan kondominium akan 
dapat melipat gandakan daya dukung lahan yang ada di wilayah kota. Dengan 
demikian pembangunan rumah susun merupakan kebijakan pemerintah yang tepat 
dan baik untuk mengatasi permasalahan di atas. Kebijakan ini diambil dengan 
pertimbangan bahwa rumah susun dapat terjangkau oleh masyarakat tingkat ekonomi 
menengah kebawah. Beberapa faktor yang mendukung tercapainya aspek 
kenyamanan dan keamanan bagi penghuni rumah susun adalah tersedianya fasilitas 
prasarana air bersih, air limbah, dan pengelolaan sampah yang memadai. Tetapi 
dalam perkembangan selanjutnya dan kini kondisi fisik rumah susun dan prasarana 
lingkungannya sering terabaikan oleh penghuninya sehingga mengakibatkan 
terjadinya penurunan kualitas dan kuantitas pelayanan sistem prasarana air bersih, air 
limbah, dan pengelolaan sampah (Alamsyah, 2013). 
Pembangunan rusunawa diharapkan mampu mengembangkan atau 
meningkatkan kualitas hidup penghuninya. Fakta di lapangan menunjukkan bahwa 
kondisi Rusunawa mengalami penurunan kualitas lingkungan hunian secara fisik 
maupun non fisik. Tujuan dibangunnya rumah susun itu sendiri untuk mengurangi 
kekumuhan, tetapi kenyataan yang terjadi bahwa rumah susun terlihat semakin 
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kumuh, hal ini bisa saja disebabkan oleh prasarana yang kurang memadai, perilaku 
penghuni itu sendiri, ataupun manajemen yang kurang bagus dalam mengelola 
Rusunawa. Limbah domestik dari penghuni rusunawa itu sendiri di buang langsung 
ke kanal selanjutnya akan masuk ke badan perairan laut, hal tersebut dapat 
menyebabkan pencemaran lingkungan seperti pencemaram logam berat yang 
berdampak pada biota perairan yang bersifat toksik bagi kelangsungan makhluk 
hidup (Alamsyah, 2013). 
 
B. Tinjauan Umum Logam Berat 
Logam berat merupakan senyawa toksik bila berada di atas tubuh manusia 
di atas ambang konsentrasi tertentu (Wardhana, 2004). Istilah logam biasanya 
diberikan kepada semua unsur kimia dengan ketentuan atau kaidah-kaidah tertentu. 
Unsur ini dalam kondisi suhu kamar, tidak selalu berbentuk padat melainkan ada 
yang berbentuk cair. Menurut (Palar, 2008) melihat kepada bentuk dan kemampuan 
atau daya yang ada pada setiap logam, maka dapatlah diketahui bahwa setiap logam 
haruslah: 
a. Memiliki kemampuan yang baik sebagai penghantar daya listrik (konduktor). 
b. Memiliki kemampuan sebagai penghantar panas yang baik . 
c. Memiliki kerapatan yang tinggi. 
d. Dapat membentuk alloy dengan logam lainnya. 
e. Untuk logam yang padat, dapat ditempa dan dibentuk. 
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Disamping itu, setiap unsur logam baik yang padat maupun yang berbentuk 
cair, akan memberikan ion positis (+) apabila senyawanya dilarutkan dalam air. 
Sedangkan oksida dari senyawa tersebut akan membentuk hidroksida bila bertemu 
dengan air. Hampir 75% dari unsur-unsur yang terdapat dalam tabel periodik unsur 
merupakan unsur logam. Unsur logam tersebut ditemukan hampir pada setiap 
golongan kecuali pada golongan VII-A dan golongan VIII-A dari tabel periodik unsur 
(Palar, 2008). 
Logam berat masih termasuk golongan logam dengan kriteria yang sama 
dengan logam lain. Perbedaanya terletak dari pengaruh yang dihasilkan bila logam 
berat ini berikatan dan masuk ke dalam tubuh organisme hidup. Sebagai contoh bila 
unsur logam besi (Fe) masuk kedalam tubuh, meski dalam jumlah agak berlebihan, 
biasanya tidaklah menimbulkan pengaruh yang buruk terhadap tubuh. Karena unsur 
besi (Fe) dibutuhkan dalam darah untuk mengikat oksigen. Sedangkan unsur logam 
berat baik itu logam berat beracun yang dipentingkan seperti Tembaga (Cu), bila 
masuk ke dalam tubuh dalam jumlah berlebihan akan menimbulkan pengaruh 
pengaruh buruk terhadap fungsi fisiologis tubuh. Jika yang masuk kedalam tubuh 
organisme hidup adalah unsur logam berat beracun seperti merkuri (Hg), timbal (Pb), 
cadmium (Cd) dalam jumlah yang banyak dan terakmulasi dalam tubuh maka dapat 
dipastikan bahwa organisme tersebut akan langsung keracunan (Palar, 2008). 
Logam berat biasanya ditemukan sangat sedikit sekali dalam air secara 
alamiah, yaitu kurang dari 1 µg. Bila terjadi erosi alamiah konsentrasi logam tersbut 
dapat meningkat. Terjadinya toksisitas logam dapat melalui beberapa jalan, yaitu 
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inhalasi (melalui pernapasan), termakan (melalui saluran pencenaan), dan penetrasi 
melalui kulit (Darmono, 2001). Salah satu jenis logam yang berbahaya terhadap 
makhluk hidup yaitu logam timbal. Logam timbal dapat bersifat toksik terhadap 
makhluk hidup apabila melebihi nilai  ambang batas yang telah ditentukan yaitu 0.03 
mg/L. Keracunan timbal disebut juga plumbism.  
 
C. Tinjauan Umum Logam Berat Timbal 
Timbal atau dalam keseharian lebih dikenal dengan nama timah hitam, 
dalam bahasa ilmiahnya dinamakan Plumbum, dan logam ini disimbolkan dengan Pb. 
Logam ini termasuk kedalam kelompok logam-logam golongan IV-A pada tabel 
periodik unsur kimia. Mempunyai nomor atom (NA) 82 dengan bobot atau berat 
atom (BA) 207,2. Penyebaran logam timbal di bumi sangat sedikit. Jumlah timbal 
yang terdapat diseluruh lapisan bumi hanyalah 0,0002% dari jumlah seluruh kerak 
bumi. Jumlah ini sangat sedikit jika dibandingkan dengan jumlah kandungan logam 
berat lainnya yang ada di bumi (Palar, 2008). 
Menurut (Palar, 2008) pada logam timbal atau Pb mempunyai sifat-sifat 
yang khusus seperti berikut : 
a. Merupakan logam yang lunak, sehingga dapat dipotong dengan menggunakan 
pisau atau dengan tangan dan dapat dibentuk dengan mudah. 
b. Merupakan logam yang tahan terhadap peristiwa korosi atau karat, sehingga 
logam timbal sering digunakan bahan sebagai coating. 
c. Mempunyai titik lebur rendah, hanya 327,5 derajat celcius. 
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d. Mempunyai kerapatan yang lebih besar dibandingkan dengan logam logam biasa, 
kecuali emas dan merkuri. 
e. Merupakan penghantar listrik yang tidak baik.  
Timbal dan persenyawaannya banyak digunakan dalam berbagai bidang 
dalam industri baterai, timbal digunakan sebagai gird yang merupakan alloy (suatu 
persenyawaan) dengan logam bismuth (Pb-Bi). Timbal oksida (PbO4) dan logam 
timbal dalam industri baterai digunakan sebagai bahan yang aktif dalam pengaliran 
arus elektron. Kemampuan timbal dalam membentuk alloy dengan banyak logam lain 
telah dimanfaatkan untuk meningkatkan sifat metalurgi dari logam ini dalam 
penerapan yang sangat luas (Palar, 2008). Logam berat timbal dalam jumlah yang 
melebihi ambang batas dapat mengakibatkan pencemaran terhadap lingkungan baik 
lingkungan darat, perairan maupun udara. 
 
D. Pencemaran Logam Berat Timbal  
Pencemaran logam berat timbal terhadap alam lingkungan merupakan suatu 
proses yang erat hubunganya dengan penggunan logam tersebut oleh manusia. 
Pencemaran logam berat dapat terjadi melalui limbah industri maupun limbah 
domestik pada daerah lingkungan yang bermacam-macam dan terbagi menjadi tiga 
golongan yaitu udara, tanah dan perairan. Pencemaran udara oleh logam berat sangat 
erat hubungannya dengan sifat-sifat logam itu sendiri, sedangkan pencemaran tanah 
dan perairan erat hubungannya dengan penggunaan logam itu sendiri. Pencemaran 
udara biasanya terjadi pada proses-proses industri yang menggunakan suhu tinggi, 
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sedangkan logam seperti timbal (Pb) merupakan logam yang relatif mudah menguap. 
Pencemaran daratan dan air biasanya terjadi karena pembuangan limbah dari industri 
penggunaan logam yang bersangkutan secara tidak terkontrol atau penggunaan bahan 
yang mengandung logam itu sendiri seperti pestisida dan insektisida sehingga 
mengakibatkan keracunan pada makhluk hidup. Keracunan yang ditimbulkan oleh 
persenyawaan logam timbal dapat terjadi karena masuknya persenyawaan logam 
tersebut ke dalam tubuh. Proses masuknya timbal ke dalam tubuh dapat melalui 
beberapa jalur seperti melalui makanan dan minuman, udara dan perembesan atau 
penetrasi pada selaput atau lapisan kulit. Pencemaran logam berat timbal kebanyakan 
ditemukan dalam perairan hal ini dikarenakan timbal dan persenyawaannya dapat 
berada di dalam badan perairan secara alamiah dan sebagai dampak dari aktivitas 
manusia (Palar, 2008). 
1. Timbal (Pb) dalam Perairan 
Secara alamiah, timbal dapat masuk kedalam badan perairan melalui 
pengkristalan Pb di udara dengan bantuan air hujan. Disamping itu, proses 
korosifikasi dari batuan mineral akibat hempasan gelombang dan angin, juga 
merupakan salah satu jalur sumber timbal yang akan masuk ke dalam badan perairan 
(Palar, 2008). 
Timbal yang masuk kedalam badan peraian sebagai dampak dari aktivitas 
kehidupan manusia ada bermacam bentuk, diantaranya air buangan (limbah) dari 
industri yang berkaitan dengan Pb, air buangan dari pertmbangan bijih timah hitam 
dan buangan sisa industri baterai. Buangan buangan tersebut akan jatuh pada jalur-
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jalur perairan seperti anak-anak sungai untuk kemudian akan dibawa terus menuju 
lautan. Umumnya jalur buangan dari bahan sisa perindustrian yang menggunakan 
timbal akan merusak tata lingkungan perairan yang dimasukinya (menjadikan sungai 
dan alurnya tercemar) (Palar, 2008). 
Senyawa timbal yang ada dalam badan perairan dapat ditemukan dalam 
bentuk ion-ion divalen (Pb
2+
) atau ion-ion tetravalen (Pb
4+
) Pb divalent digolongkan 
kedalam kelompok ion logam kelas antara, sedangkan ion Pb tetravalent digolongkan 
pda kelompok ion logam kelas B. pengelompokan ion logam ini dibuat oleh 
Ricardson. Ion Pb tetravalent mempunyai daya racun yang lebih tinggi bila 
dibandingkan dengan ion Pb divalent (Palar, 2008). 
Badan perairan yang telah kemasukan senyawa atau ion-ion Pb, sehingga 
jumlah Pb yang ada dalam badan perairan melebihi konsentrasi yang semestinya, 
dapat mengakibatkan kematian bagi biota peraian tersebut. Konsentrasi Pb yang 
mencapai 188 mg/l, dapat membunuh ikan. Berdasarkan penelitian terdahulu 
diketahui bahwa, biota-biota perairan seperti Crustacea. Akan mengalami kematian 
setelah 245 jam, bila pada badan perairan dimana biota itu  berada terlarut Pb pada 
konsentrasi 2,75 – 49 mg/l. sedangkan biota perairan lainnya, yang dikelompokkan 
dalam golongan Insecta akan mengalami kematian dalam rentang waktu yang lebih 
panjang, yaitu antara 168 ampai dengan 336 jam bila pada badan perairan tempat 
hidupnya terlarut 3,5 sampai dengan 64 mg/l Pb. Dalam air minum juga dapat 
ditemukan senyawa Pb bila air tersebut disimpan atau dialirkan melalui pipa yang 
merupakan alloy dari logam Pb (Palar, 2008). 
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Pemerintah Republik Indonesia No. 82 Tahun 2001 tentang pengelolaan 
kualitas air dan pengendalian pencemaran air dengan batas kandungan logam untuk 
timbal (Pb) dan cadmium (Cd) tidak boleh melebihi 0,03 mg/L dan 0,01 mg/L pada 
suatu perairan (Arif, 2012). 
Apabila logam berat timbal melebihi ambang batas yang telah ditentukan 
maka dapat mengakibatkan kerusakan pada lingkungan perairan yang berdampak 
pada biota perairan dan makhluk hidup lainnya yang mengkomsumsi biota perairan 
yang tercemar logam timbal tersebut dan mengakibatkan toksisitas pada makhluk 
hidup. 
2.   Mekanisme Toksisitas timbal (Pb) 
Menurut (Darmono, 2001) timbal merupakan logam toksik yang bersifat 
komulatif sehingga mekanisme toksisitasnya dibedakan menurut beberapa organ yang 
dipengaruhinya yaitu sebagai berikut: 
a. Sistem hemopoetik, timbal menghambat sistem pembentukan hemoglobin 
sehingga menyebabkan anemia. 
b. Sistem saraf pusat dan tepi, dapat menyebabkan gangguan ensefalopati dan gejala 
gangguan saraf perifer. 
c. Sistem ginjal, dapat menyebabkan aminoasiduria, fosfaturia, glukosuria, nefropati, 
fibrosis, dan atrofi glomerular. 
d. Sistem gastrointestinal, menyebabkan kolik dan konstipasi. 
e. Sistem kardiovaskuler, menyebabkan peningkatan permeabilitas kapiler pembuluh 
darah. 
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f. Sistem reproduksi, dapat menyebabkan kematian janin waktu melahirkan pada 
wanita serta hipospermi dan teratospermia pada pria. 
g. Sistem endokrin, mengakibatkan gangguan fungsi tiroid dan fungsi adrenal. 
Timbal dalam tubuh terutama terikat dala gugus–SH dal molekul protein 
dan hal ini menyebabkan hambatan pada aktifitas kerja sistem enzim. Timbal 
mengganggu sistem sintesis Hb dengan jalan menghambat konversi delta 
aminolevulinik asid (delta-ALA menjadi forfobilinogen dan juga menghambat 
korporasi dari Fe ke dalam protoporfirin IX untuk membentuk Hb, dengan jalan 
menghambat enzim delta-aminolevulinik asid-dehidratase (delta ALAD) dan 
ferokelatase. Hal ini mengakibatakan meningkatnya ekskresi koproporfirin dalam 
urin dan delta-ALA serta menghambat sintesis Hb (Darmono, 2001). 
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 +Fe
2+
 Ferokelatase 
 
Heme (Hb) 
Gambar 2.1. Proses penghambatan produksi hemoglobin oleh Timba( Pb). 
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Untuk kompensasi dari penurunan Hb karena hambatan oleh Pb, sumsum 
tulang meningkatkan produksi sel darah merah. Sel darah merah yang masih muda 
(retikulosit) dan sel stipel kemudian terbebaskan. Sel stiel basofil ditemukan sebagai 
bagian dari gangguan metabolik dari pembentukan Hb yang merupakan tanda-tanda 
keracunan timbal. Sel darah merah gagal untuk menjadi dewasa dan sel tersebut 
menyisakan organel yang biasanya menghilang pada proses kedewasaan sel, 
sedangkan poliribosoma irregular pada agregat RNA membentuk sel stipel. 
Akumulasi dari delta ALA dan protoporfirin dapat menyebabkan pengaruh toksik 
terhadap jaringan. Akumulasi delta ALA dalam hipotalamus dan protoporfirin dalam 
saraf dorsal dapat menyebabkan ensefalopati karena toksisitas timbal. Terjadinya 
neuropati pada saraf tepi karena toksisitas timbal disebabkan oleh demylenisasi dan 
degenerasi saraf tersebut (Darmono, 2001). 
Timbal bersirkulasi dalam darah setelah diabsorbsi dari usus, terutama 
hubunganya dengan sel darah merah (eritrosit). Pertama didistribusikan dalam 
jaringan lunak seperti tubulus ginjal dan sel hati, tetapi berinkorporasi dalam tulang, 
rambut dan gigi untuk dideposit, dimana 90% deposit terjadi dalam tulang dan hanya 
sebagian kecil tersimpan dalam otak. Dalam tulang, timbal ditemukan dalam bentuk 
Pb-fosfat. Secara teori selama timbal masih terikat dalam tulang tidak akan 
menyebabkan gejala sakit pada penderita. Tetapi yang berbahaya adalah toksisitas 
timbal yang diakibatkan oleh gangguan absorpsi kalsium, dimana terjadi desorpsi 
kalsium dari tulang menyebabkan terjadinya penarikan deposit timbal dari tulang 
tersebut (Darmono, 2001). 
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Untuk mencegah dan mengurangi terjadinya toksisitas daya racun yang 
disebabka oleh logam berat timbal (Pb) yang bersifat toksik terhadap lingkungan dan 
makhluk hidup (manusia, hewan dan tumbuhan) maka dapat dilakukan proses 
bioremediasi dengan memanfaatkan mikroorganisme (bakteri, jamur, kapang, alga 
dan protozoa) sebagai agen bioremediasi pada lingkungan yang tercemar. Salah satu 
sel mikroba yang digunakan untuk pengolahan limbah adalah bakteri (Utami, 2008). 
Mikroorganisme beradaptasi dengan lingkungannya dengan berbagai mekanisme 
seperti adsorpsi, penyerapan (uptake), metilasi, oksidasi, dan reduksi sehingga 
menjadi resisten terhadap logam (Maula, 2010). 
 
E. Tinjauan Umum Bakteri 
Bakteri merupakan mikroba uniseluler. Pada umumnya bakteri tidak 
mempunyai klorofil. Ada beberapa yang fotosintetik dan reproduksi seksualnya 
secara pembelahan. Bakteri disebut juga sebagai Ubiquitous, artinya ada di mana 
mana. Jumlah bakteri tergantung keadaan sekitar. Misalnya jumlah bakteri di dalam 
tanah tergantung jenis dan tingkat kesuburan tanah (Hidayat dkk, 2006). 
1. Karakteristik Bakteri 
Bakteri umunya berukuran kecil dengan karakteristik dimensi sekitar 1 µm. 
bentuknya dapat bulat atau cocci, batang atau bacilli. Sel dapat berbentuk tunggal 
ataupun rantaian. Beberapa kelompok memiliki flagel dan dapat bergerak aktif. 
Bakteri memiliki berat jenis 1,05 – 1,1 g cm-3 dan berat sekitar 10-12 g sebagai 
partikel kering. Ukuran aktual tergantung dari laju pertumbuhan, media tumbuh dan 
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sebagainya. Ada tiga bentuk dasar bakteri, yaitu bentuk bulat atau Coccus, bentuk 
batang atau Silindris, bentuk lengkung atau Vibrio (Hidayat dkk, 2006). 
Bentuk bulat pada jenis bakteri ini sebenarnya tidak ada bakteri yang betul 
betul bulat, tetapi spheroid. Bentuk bulat atau Coccus dapat dibedakan yaitu, 
Micrococcus yaitu bulat satu, Diplococcus bulat bergandengan dua, Streptococcus 
bulat bergandengan seperti rantai sebagai hasil pembelahan sel ke satu atau dua arah 
dalam satu garis, Tetracoccus bulat terdiri dari empat sel yang tersusun dalam bentuk 
bujur sangkar sebagai hasil pembelahan sel ke dua arah, Sarcina bulat terdiri dari 
delapan sel yang tersusun dalam bentuk kubus sebagai hasil pembelahan sel ke tiga 
arah, Staphilococcus bulat tersusun sebagai kelompok buah anggur sebagai hasil 
pembelahan sel ke segala arah (Hidayat dkk, 2006). 
Bentuk batang, pada jenis bakteri berbentuk batang dapat dibedakan ke 
dalam bentuk batang panjang dan batang pendek dengan ujung datar atau lengkung. 
Bentuk batang dapat dibedakan lagi atas bentuk batang yang mempunyai garis tengah 
sama dan tidak sama di seluruh bagian panjangnya. Bakteri bentuk batang dapat 
terdiri atas sel tunggal begandengan dua-dua (Diplocillus) dan sebagai rantai 
(Streptobacillus) (Hidayat dkk, 2006). 
Bentuk lengkung pada jenis bakteri berbentuk lengkung pada pokoknya 
dapat dibagi menjadi bentuk koma (Vibrio), jika lengkungnya kurang dari setengah 
lingkaran. Jika spiralnya halus dan lentur disebut Spirochaeta jika spiralnya tebal dan 
kaku disebut Spirillum (Hidayat dkk, 2006). 
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Banyak spesies bakteri yang mempunyai alat gerak yang disebut dengan 
flagel. Hampir semua bakteri yang berbentuk lengkung dan sebagian yang berbentuk 
batang ditemukan adanya flagel. Sedangkan bakteri kokus jarang sekali memiliki 
flagel. Ukuran flagel bakteri sangat kecil, tebalnya 0,02 – 0,1 mikro, dan panjangnya 
melebihi panjang sel bakteri. Berdasarkan tempat dan jumlah flagel yang dimiliki, 
bakteri dibagi menjadi lima golongan, yaitu: Atrik merupakan kelompok bakteri yang 
tidak mempunyai flagel, Monotrik merupakan kelompok bakteri yang mempunyai 
satu flagel pada salah satu ujungnya, Lofotrik merupakan kelompok bakteri yang 
mempunyai sejumlah flagel pada salah satu ujungnya, Amfitrik merupakan kelompok 
bakteri yang mempunyai sejumlah flagel pada kedua ujungnya dan Peritrik 
merupakan kelompok bakteri yang mempunyai flagel pada seluruh permukaan 
tubuhnya (Prasetyawati, 2009). 
Bentuk bakteri dipengaruhi oleh umur dan syarat pertumbuhan tertentu. 
Pada bakteri dikenal bentuk yang disebut involusi. Bentuk ini disebabkan karena 
faktor faktor keadaan sekitar yang tidak menguntungkan. Sebagai bentuk involusi 
dikenal pula Pleomorf yaitu bentuk yang bermacam-macam dan teratur yang terdapat 
pada suatu bakteri meskipun di tumbuhkan pada syarat-syarat pertumbuhan yang 
sesuai (Hidayat dkk, 2006). 
2. Morfologi Bakteri 
Secara harfiah morfologi berarti pengetahuan tentang bentuk (morphos). 
Morfologi dalam cabang ilmu biologi ilmu tentang bentuk organisme, terutama 
hewan dan tumbuhan dan mencakup bagian-bagiannya. Populasi bakteri tumbuh 
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dengan cepat ketika mereka disertakan dengan gizi dan kondisi lingkungan yang 
memungkinkan mereka untuk berkembang. Melalui pertumbuhan ini, berbagai jenis 
bakteri kadang-kadang menghasilkan koloni yang khas dalam penampilan. Beberapa 
koloni mungkin akan berwarna, ada yang berbentuk lingkaran, sementara yang lain 
tidak teratur. Karakteristik koloni (bentuk ukuran warna dan lain-lain) yang 
diistilahkan sebagai “morfologi koloni”. Morfologi koloni merupakan salah satu cara 
untuk dapat mengidentifikasi bakteri. Morfologi koloni dapat ditinjau dari berbagai 
aspek, yaitu bentuk (shape), tepi atau pinggir (edge), ketinggian (elevation), ukuran 
(size), permukaan (surface), kekentalan atau kepadatan (consistency), bau (odor), 
transparansi (opacity) dan pigmentasi (chromogenesis) (Nadyah, 2011). 
3. Habitat Bakteri 
Bakteri tersebar luas di alam, di dalam tanah, di atmosfer, di dalam endapan 
endapan lumpur, di dalam lumpur laut, dalam air, pada sumber air panas, di daerah 
antartika, dalam tubuh manusia, hewan, dan tanaman (Hidayat dkk, 2006). 
4. Struktur Bakteri 
Menurut (Nadyah, 2011). Bakteri memiliki 2 pembagian struktur yaitu: 
a. Struktur dasar (dimiliki oleh hampir semua jenis bakteri). Meliputi dinding sel, 
membran plasma, sitoplasma, ribosom dan DNA. 
b. Struktur tambahan (dimiliki oleh jenis bakteri tertentu) meliputi kapsul, flagellum, 
pilus dan fimbria, klorosom, vakuola gas dan endospora. 
5. Sifat Bakteri  
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Pada bakteri ada yang besifat hidup bebas, hidup sebagai saproba, hidup 
sebagai parasit dan ada pula yang hidup sebagai patogen (Aminah, 2009). 
6. Pengaruh Lingkungan Terhadap Bakteri 
Menurut (Nadyah, 2011) kondisi lingkungan yang mendukung dapat 
memacu pertumbuhan dan reproduksi bakteri. Faktor-faktor lingkungan yang 
berpengaruh terhadap pertumbuhan dan reproduksi bakteri adalah suhu, kelembaban 
dan cahaya. 
a. Suhu, berdsarkan kisaran suhu aktivitasnya bakteri dibagi menjadi 3 golongan: 
1. Bakteri Psikrofil, merupakan bakteri yang hidup pada daerah suhu antara 0oC – 
30
o
C, dengan suhu optimum 15
o
C. 
2. Bakteri Mesofil, merupakan bakteri yang dapat hidup di daerah suhu antara 
15
o
C – 55oC dengan suhu optimum 25oC – 40oC. 
3. Bakteri Termofil, merupakan bakteri yang dapat hidup di daerah suhu tinggi 
antara 40
o
C – 75oC dengan suhu optimum 50 – 65oC. Namun pada tahun 1967 
ditemukan bakteri yang hidup dalam sumber air panas bersuhu 93
o
C sampai 
500
o
C. 
b. Kelembaban, pada umumnya bakteri memerlukan kelembaban yang cukup 
tinggi, kira-kira 85%. Pengurangan kadar air dari protoplasma menyebabkan 
kegiatan metabolisme terhenti. Misalnya pada proses pembekuan dan 
pengeringan. 
c. Cahaya, sangat berpengaruh pada proses pertumbuhan bakteri. Umumnya 
cahaya merusak sel mikroorganisme yang tidak berklorofil. Sinar ultraviolet 
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dapat menyebabkan terjadinya ionisasi komponen sel yang berakibat 
menghambat pertumbuhan atau menyebabkan kematian. Pengaruh cahaya 
terhadap bakteri dapat digunakan sebagai dasar sterilisasi atau pengawetan 
bahan makanan. 
7. Fase Pertumbuhan Pada Bakteri 
Menurut (Nadyah, 2011) pada pertumbuhan bakteri terdiri atas beberapa 
fase yaitu : 
a. Fase lag (lambat), merupakan fase dimana bakteri beradaptasi dengan 
lingkunannya dan mulai bertmbah sedikit demi sedikit. 
b. Fase logaritmik (eksponensial), merupakan fase dimana pembiakan bakteri 
berlangsung paling cepat. Jika ingin mengadakan piaraan yang cepat tumbuh, 
maka bakteri pada fase ini baik sekali untuk dijadikan inokulum. 
c. Fase stasioner, merupakan fase dimana jumlah bakteri yang berkembang biak 
sama dengan jumlah bakteri yang mengalami kematian. 
d. Fase autolisis (kematian), adalah fase dimana jumlah bakteri yang mati semakin 
banyak, melebihi jumlah bakteri yang berkembang biak. Fase kematian ditandai 
dengan cepat meratanya koloni dan julah bakteri yang mati semakin bertambah. 
Keadaan ini dapat berlangsung beberapa minggu bergantung pada spesies dan 
keadaan medium serta faktor lingkungan. 
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Gambar 2.2 kurva pertumbuhan bakteri (www. Google. http://gambar kurva 
pertumbuhan bakteri, 11 Januari 2017). 
 
8. Reproduksi Bakteri 
Reproduksi bakteri merupakan perkembangbiakan pada bakteri. Bakteri 
melakukan pembiakan dengan dua cara, yaitu secara aseksual dan seksual. 
Pembiakan secara aseksual dilakukan dengan pembelahan, sedangkan pembiakan 
secara seksual dilakukan dengan cara transformasi, transreduksi, dan konjugasi. 
Namun proses pembiakan secara seksual berbeda eukariota lainya. Sebab, dalam 
proses pembiakan tersebut tidak ada penyatuan inti sel sebagaimana biasanya pada 
eukarion, yang terjadi hanya pertukaran materi genetika (rekombinasi genetik) 
(Nadyah, 2011). 
9. Metabolisme Bakteri 
Bakteri memiliki energi dan material mentah membutuhkanya untuk pross 
metabolisme dan reproduksi melalui media reaksi kimia. Alam menyediakan 
sejumlah besar reaksi tersebut, dan zat-zat bakteri telah menggunakannya. 
Konsekuensinya, bakteri terlibat dalam proses biogeokimia dalam air dan tanah. 
Partisipasi bakteri sangat esensial, dalam banyak siklus elemen penting di alam, 
termasuk elemen nitrogen, karbon dan sulfur. Zat-zat ini mengakibatkan formasi dari 
banyak deposit mineral termasuk besi dan mangan. Pada skala yang lebih kecil, 
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beberapa deposit terbentuk melalui aksi bakteri pada sistem air alam dan pipa. 
Metabolisme bakteri berhubungan dengan proses-proses biokimia melalui modifikasi 
zat-zat dalam sel-sel bakteri. Hal tersebut merupakan suatu cara untuk memperoleh 
energi dan material sel dari substansi nutrien.  
 
F. Kemampuan Bakteri Mengakumulasi Logam Berat Timbal  
Mikroorganisme sangat berperang dalam proses degradasi bahan buangan 
dari kegiatan industri yang dibuang ke air lingkungan, baik sungai, danau maupun 
laut. Jika bahan buangan yang harus didegradasi cukup banyak berarti 
mikroorganisme akan ikut berkembang biak. Pada perkembangbiakan 
mikroorganisme ini tidak menutup kemungkinan bahwa mikroba patogen ikut 
berkembang pula (Aminah, 2009). 
Bioremediasi didefenisikan sebagai penggunaan organisme hidup, terutama 
mikroorganisme, untuk mendegradasi pencemaran lingkungan yang merugikan ke 
tingkat atau bentuk yang lebih aman proses bioremediasi ini dapat dilakukan dengan 
cara bioaugmentasi yaitu penambahan atau introduksi satu jenis atau lebih 
mikroorganisme baik yang alami maupun yang sudah mengalami perbaikan sifat, dan 
biostimulasi yaitu suatu proses yang dilakukan melalui penambahan zat gizi tertentu 
yang dibutuhkan oleh mikroorganisme atau menstimulasi kondisi lingkungan 
sedemikian rupa (misalnya pemberian aerasi) agar mikroorganisme tumbuh dan 
beraktivitas dengan baik. Dalam proses degradasinya, mikroba menggunakan 
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senyawa kimia tersebut untuk pertumbuhan dan reproduksinya melalui berbagai 
proses oksidasi (Aminah, 2009). 
Pengikatan logam berat oleh bakteri dapat dipisahkan menjadi fase 
pengikatan dan transpor aktif. Fase pengikatan tergantung pada metabolisme sel yaitu 
absorbsi melalui dinding sel atau permukaan eksternal, kemudian diikuti dengan 
transpor aktif yang tergntung pada metabolisme sel. Pada proses metabolisme, logam 
berat dapat terakumulasi pada membran sel (ekstraseluler) dan pada sitoplasma 
(intrasel) (Aminah, 2009). 
Akumulsi ekstraseluler dapat terjadi karena pengikatan ion-ion logam oleh 
polimer ekstraseluler atau polisakarida ekstraseluler yang dihasilkan sel sel mikroba 
dan komplikasi antara ion-ion logam yang bermuatan positif dengan sisi reaktif pada 
permukaan sel yang bermuatan negatif. Sedangkan akumulasi intraseluler dapat 
terjadi karena proses difusi yang tidak membutuhkan aktifitas mikroba secara 
langsung dimana gen-gen yang mengendalikan plasmid dalam proses metabolisme 
tersebut. Cara lain adalah reverse osmosis, elektrodialisis, ultrafiltrasi dan resin 
penukar ion. Reverse osmosis merupakan proses pemisahan logam berat oleh 
membran semipermeabel dengan menggunakan perbedaan tekanan luar dengan 
tekanan osmotik dari limbah, kerugian sistem ini adalah biaya yang mahal sehingga 
sulit terjangkau oleh industri di Indonesia. Teknik elektrodialisis menggunakan 
membran ion selektif permeabel berdasarkan perbedaan potensial antara 2 elektroda 
yang menyebabkan perpindahan kation dan anion, juga menimbulkan kerugian yakni 
terbentuknya senyawa logam-hidroksi yang menutupi membran, sedangkan melalui 
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ultrafiltrasi yaitu penyaringan dengan tekanan tinggi melalui membran berpori, juga 
merugikan karena menimbulkan banyak lumpur (Sludge). Resin penukaran ion 
berprinsip pada gaya elektrostatik di mana ion yang terdapat (Aminah, 2009). 
 
G. Ciri-Ciri Bakteri Pengakumulasi Logam Berat Timbal 
Salah satu ciri khas bakteri pengakumulasi logam berat timbal (Pb) yaitu 
dari genera Bacillus, merupakan bakteri berbentuk batang, gram positif dan dapat 
membentuk endospora. Anggota spesies dari genera Bacillus menunjukkan 
kemampuan fisiologis yang luas sehingga dapat hidup di berbagai lingkungan 
termasuk lingkungan yang ekstrim seperti habitat yang tercemar logam berat timbal 
(Pb). Kemampuan fisiologis bakteri mengatasi tekanan lingkungan yang tercemar 
logam Pb tergantung pada metabolisme selnya, dapat melalui adsorbsi pada dinding 
sel atau permukaan eksternal, kemudian diikuti dengan transport aktif yang 
tergantung pada metabolisme sel. Resistensi dan adaptasi bakteri terhadap logam 
berat tergantung spesies dan konsentrasi logam berat yang terpapar di sekitar bakteri 
tersebut (Prasetya dkk, 2012). 
Bakteri dapat tumbuh pada lingkungan yang tercemar logam berat dan 
seringkali resisten terhadap ion Pb. Bakteri yang tumbuh dapat diisolasi, 
diidentifikasi dan dimanfaatkan dalam proses bioserbent atau pengikatan logam berat 
dari berbagai limbah industri agar tidak membahayakan. Logam berat dapat 
terakumulasi di dalam beberapa jenis bakteri antara lain adalah  Thiobacillus 
thermophilica, Thermothix thioparus, Sulfolobus acidocaldorus, Pseudomonas 
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flurescens, Pseudomonas putidadan, Bacillus subtilis. Pemanfaatan bakteri untuk 
bioremoval logam berat, di antaranya penelitian yang dilakukan oleh ZEROUAL, et 
al., dalam (Widiyanti, 2011). Ialah bakteri dari genus Pseudomonas, Leptotrix, 
Klebsiella, Citrobacter dan Bacillus (Badjoeri, 2008). 
 
H. Identifikasi Molekuler Bakteri Pengakumulasi Logam Berat Timbal 
DNA (Deoxyribonuceic Acid) merupakan sejenis asam amino nukleat yang 
tergolong biomolekul utama penyusun berat kering setiap organisme. Di dalam sel, 
DNA umumnya terletak di dalam inti sel. Secara garis besar, peran DNA di dalam 
sebuah sel adalah sebagai materi genetik, yaitu DNA menyimpan cetak biru bagi 
segala aktivitas sel. Ini berlaku umum bagi setiap organisme. DNA merupakan 
polimer yang terdiri dari tiga komponen utama yaitu gugus fosfat, gula deoxyribosa 
dan basa nitrogen. Sebuah unit monomer DNA yang terdiri dari ketiga komponen 
tersebut dinamakan nukleutida, sehingga DNA tergolong sebagai polinukleutida. 
Rantai DNA memiliki lebar 22-24 Å, sementara panjang satu unit nukleutida 33 Å. 
Walaupun unit monomer ini sangatlah kecil, DNA dapat memiliki jutaan nukleutida 
yang terangkai seperti rantai. Struktur untai komplementer DNA menunjukkan 
pasangan basa (adenin dengan timin dan guanin dengan sitosin) yang membentuk 
DNA beruntai ganda. Rangka utama untai DNA terdiri dari gugus fosfat dan gula 
yang berselang seling. Gula pada DNA adalah gula pentose (berkarbon lima) yaitu 2-
deoksiribosa. Dua gugus gula terhubung dengan fosfat melalui ikatan fosfodiester 
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antara atom karbon ketiga pada cincin satu gula dan atom karbon kelima pada cincin 
satu gula dan atom karbon kelima pada gula lainnya (Mustami, 2013).  
Identifikasi mikroorganisme melalui metode molekuler teknik PCR 
(Polymerase Chain Reaction) karena prosesnya lebih cepat, efisien dan hasilnya lebih 
akurat untuk menentukan spesies suatu mikroorganisme. Dalam proses identifikasi 
molekuler mikroorganisme, ada 3 proses utama yang paling dasar yaitu ekstraksi 
DNA, amplifiksi, elektroforesis serta tahap yang paling penting yaitu sekuensing. 
a. Ekstraksi 
Pada tahap ekstraksi terjadi pemisahan benang-benang DNA dengan 
komponen sel yang lain. Isolasi atau ekstraksi DNA diperoleh dengan cara 
merusak atau memecahkan dinding sel sehingga DNA akan keluar dari sel. Pada 
metode boiling, pemanasan tinggi selama beberapa menit akan menyebabkan 
peningkatan permeabilitas dinding sel yang berakibat pada masuknya cairan dan 
materi lain di sekitar sel dan keluarnya materi-materi dari dalam sel. Suhu tinggi 
juga bermanfaat untuk inaktifasi enzim, terutama DN-ase yang dapat merusak 
DNA. Suhu yang digunakan dan lamanya pemanasan tergantung pada sampel yang 
digunakan. 
Proses ekstraksi DNA yang dilakukan mengacu pada pedoman intruksi 
manual oleh geneaid menggunakan presto 
TM
 mini gDNA Bacteria Kit. Dalam 
proses ini ada beberapa proses penting dalam ekstraksi yaitu preparasi sampel 
(sample preparation), lisis sel (cell lysis), pengikatan DNA (DNA binding), 
pencucian (wash) dan elusi (elution). 
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Kit Komersial Presto
TM
 Mini gDNA Bacteria Kit menggunakan prinsip mini 
column atau filtrasi DNA. Pertama dinding sel dihancurkan, untuk bakteri gram 
positif menggunakan gram (+) buffer yang telah ditambahkan lysozyme sedangkan 
untuk bakteri gram negatif menggunakan gram (-) buffer dan proteinase K. sel 
dilisis menggunakan lysis buffer. DNA diendapkan dengan ethanol absolute, 
difilter, dan dicuci dengan washing buffer (buffer W1 dan buffer wash). Terakhir 
DNA dilarutkan dalam elution buffer. Ekstraksi DNA dengan mini column 
merupakan metode ekstraksi yang paling umum dilakukan karena hasil yang 
didapatkan sangat baik dalam waktu yang tidak lama dan biaya yang lebih murah. 
Bahan yang digunakan dalam ekstraksi DNA bakteri memiliki fungsi yang 
berbeda-beda. Gram (+) buffer (Geneid) yang telah ditambahkan lyzosyme 
berfungsi khusus untuk menghancurkan dinding sel bakteri gram positif, 
penambahan buffer bertujuan untuk menjaga keadaan pH tetap stabil sehingga 
DNA tidak rusak selama pengerjaan. Proteinase K yang berfungsi menghancurkan 
komponen sel (terutama protein) dan gram (-) buffer (Geneid) fungsinya khusus 
untuk menghancurkan dinding sel bakteri gram negatif. GB Buffer (Geneid) 
berfungsi untuk melisiskan sel bakteri. Etanol absolute digunakan untuk 
mengendapkan atau pemekatan DNA. Wash Buffer digunakan untuk 
membersihkan DNA dari pengotor lain. Marker DNA yang terdapat pada Gel 
Elektrophoresis berfungsi untuk mengetahui ukuran DNA hasil amplifikasi dan 
sebagai penanda posisi molekul DNA yang bermigrasi untuk menentukan 
perkiraan ukuran basa basanya. Loading dye berfungsi sebagai pemberat agar tidak 
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keluar dari sumuran (well). Etidium Bromida (EtBr) sebagai pewarna DNA. 2x 
KAPA2G Fast Ready Mix PCR Kit merupakan master mix PCR komerial yang 
didalamnya terkandung Taq DNA Polymerase, PCR buffer, MgCl2, dNTP, dan 
ddH2O. master mix PCR komersial ini berfungsi sebagai komponen atau campuran 
DNA template yang akan diamplifikasi menggunakan mesin PCR. Primer Forward 
berfungsi untuk menginisiasi sintesis untai DNA dari ujung 5’--------3’ sedangkan 
Primer Reverse berfungsi untuk menginisiasi sintesis untai DNA dari ujung 3’------
--5’. 
b. Polimerase Chain Reaction (PCR) 
Polimerase Chain Reaction (PCR) merupakan suatu proses sintesis 
enzimatik untuk mengamplifikasi fragmen DNA secara in vitro teknik PCR dapat 
meningkatkan jumlah fragmen DNA hingga mencapai 106-107 kali dalam waktu 
singkat. Pada setiap n siklus PCR, akan diperoleh sebanyak 2n kali DNA target. 
Keberhasilan PCR sangat tergantung pada kemampuannya untuk hanya 
mengamplifikasi DNA target dan tidak mengamplifikasi DNA non target. Proses 
PCR untuk memperbanyak DNA terdiri dari serangkaian siklus suhu yang 
berulang, dimana masing-masing siklus terdiri dari tiga tahap (i) tahap denaturasi 
DNA cetakan pada suhu 94-96 
o
C, dimana pada tahap ini terjadi pemisahan DNA 
heliks ganda menjadi 2 untai tunggal DNA. (ii) tahap penempelan (annealing) 
oligonukleutida primer pada suhu 45-60 
o
C, dengan untai tunggal DNA cetakan 
pada ujung 3’. Primer adalah oligonukleotida untai tunggal yang urutan 
nukleotidanya dirancang komplementer dengan urutan DNA cetakan pada daerah 
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ujung 3’. Primer menentukan bagian fragmen DNA yang akan diamplifikasi. (iii) 
tahap elongasi, yaitu pemanjangan primer menjadi suatu untai DNA baru, yang 
komplementer terhadap masing-masing DNA cetakan untai tunggal oleh enzim 
DNA polymerase pada suhu 72 
o
C. ketiga tahap siklus tersebut diulang sesuai 
dengan jumlah siklus amplifikasi. Pada siklus pertama dua untai tunggal DNA 
cetakan akan disalin menjadi 2 DNA untai ganda. Pada siklus kedua, 2 DNA 
cetakan untai ganda masing masing akan bertindak sebagai cetakan sehingga pada 
siklus kedua akan dihasilkan 4 DNA untai ganda. Pada siklus berikutnya akan 
dihasilkan jumlah DNA secara eksponensial, dimana pada siklus ketiga DNA akan 
disalin menjadi 8 kali, siklus ke 10 menjadi 1.024 kali, siklus 30 menjadi 
1.073.741.824 dan seterusnya. Pada akhir siklus, DNA cetakan akan digunakan 
secara eksponensial sehingga dihasilkan DNA dalam jumlah yang berlipat ganda 
hanya dalam waktu yang relatif singkat sekitar 3-4 jam (Radji, 2011).  
 
c. Elektroforesis 
Elektroforesis merupakan suatu teknik pemisahan molekul seluler 
berdasarkan atas ukurannya, dengan menggunakan medan listrik yang dialirkan 
pada suatu medium yang mengandung sampel yang akan dipisahkan. Teknik ini 
dapat digunakan dengan memanfaatkan muatan listrik yang ada pada 
makromolekul, misalnya DNA yang bermuatan negatif. Jika molekul bermuatan 
negatif dilewatkan melalui suatu medium, misalnya gel agarosa, kemudian dialiri 
arus listrik yang dialirkan pada satu kutub ke kutub yang berlawanan muatannya, 
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maka molekul tersebut akan akan bergerak dari kutub negatif ke kutub positif. 
Kecepatan gerak molekul tersebut tergantung pada rasio muatan terhadap 
massanya, serta tergantung pula pada bentuk molekulnya (Yuwono, 2005) 
Teknik elektroforesis dapat untuk analisis DNA, RNA maupun protein. 
Elektroforesis DNA dilakukan misalnya untuk menganalisis fragmen-fragmen 
DNA hasil pemotongan dengan enzim retriksi. Fragmen molekul DNA yang telah 
dipotong-potong dapat ditentukan ukurannya dengan cara membuat gel agarosa, 
yaitu suatu bahan semi padat berupa polisakarida yang diekstraksi dari rumput 
laut. Gel agarosa dibuat dengan melarutkannya dalam suatu buffer. Agar dapat 
larut dengan baik, pelarutnya dibantu dengan pemanasan, misalnya menggunakan 
microwave oven. Dalam keadaan panas, gel akan berupa cairan sehingga mudah 
dituang ke atas suatu lempeng. Sebelum mendingin dan memadat, pada ujung gel 
tersebut dibuat lubang-lubang dengan menggunakan lembaran tipis yang 
menyerupai sisir yang ditancapkan pada salah satu ujung gel yang masih cair. 
Dengan demikian pada waktu gel memadat sisirnya diambil terbentuklah lubang 
lubang kecil untuk memasukkan sampel molekul DNA. Gel agarosa yang sudah 
terbentuk kemudian dimasukkan ke dalam suatu tangki yang berisi buffer yang 
sama dengan yang digunakan untuk membuat gel. Buffer dapat dibuat misalnya 
dengan tris-asetat-EDTA (TAE) atau tris-borat-EDTA (TBE) (Yuwono, 2005). 
Setelah DNA dimasukkan ke dalam lubang sampel, arus listrik dialirkan. 
Kutub yang sejajar dengan lubang sampel DNA berupa kutub negaif, sedangkan 
kutub yang lainnya positif, oleh karena DNA bermuatan negatif maka molekul 
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molekul DNA akan bergerak ke arah positif. Setelah beberapa waktu gel kemudian 
direndam dalam larutan yang mengandung etidium bromida. Etidium bromida 
akan menyisip ke dalam DNA. Penggunaan etidium bromida dimaksudkan untuk 
membantu visualisasi karena etidium bromida akan memendarkan sinar ultraviolet. 
Jika gel disinari dengan ultraviolet dari bawah, maka akan tampak citra berupa pita 
pita pada gel. Pita-pita tersebut merupakan molekul-molekul DNA yang bergerak 
sepanjang gel setelah dielektroforesis. Molekul RNA dapat dianalisis dengan 
prinsip yang sama, yaitu menggunakan gel agarosa, namun dengan menggunakan 
buffer yang berbeda yaitu yang mengandung formaldehid (Yuwono, 2005). 
d. Sekuensing DNA 
Teknik sekuensing DNA (DNA Sequencing) adalah cara untuk menentukan 
urutan basa-basa nukleutida suatu fragmen DNA. Teknik ini merupakan salah satu 
teknik yang sangat penting dalam bidang biologi molekular, yang dapat 
dimanfaatkan untuk menentukan urutan basa nukleutida suatu gen ataupun sekuen 
genom total suatu sel atau organisme. Teknik pengurutan basa DNA terdiri dari 
dua macam cara yang dikembangkan hampir secara bersamaan yaitu cara 
degradasi kimiawi oleh A. Maxam dan W. Gilbert di Amerika dan cara terminasi 
rantai oleh F. Sangar dan A.R. Coulson di Inggris (Radji, 2011). 
1. Cara degradasi kimiawi 
Molekul DNA dipotong terlebih dahulu secara parsial dengan piperidin. 
Pengaturan lama inkubasi atau konsentrasi piperidin yang digunakan dapat 
menghasilkan potongan fragmen DNA dalam berbagai ukuran. Selanjutnya basa 
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DNA dimodifikasi sedemikian rupa, dengan menggunakan senyawa kimia 
tertentu. Dimetilsulfat digunakan untuk metilasi basa G, asam format untuk 
menghidrolisis basa A dan G sedangkan hidrazin digunakan untuk 
menghidrolisis basa C dan T. akan tetapi dengan penambahan larutan 1,5 M 
NaCl, hidrazin hanya dapat bereaksi dengan baik untuk memecah sitosin (C). 
dengan demikian akan dihasilkan empat jenis fragmen DNA yang memiliki 
ukuran berbeda dengan masing-masing memiliki ujung G, ujung C, ujung A dan 
ujung T. Fragmen-fragmen DNA yang dihasilkan dielektroforesis dengan gel 
poliakrilamida. Berdasarkan pola migrasi pada gel elektroforesis dapat 
ditentukan urutan basa basa DNA dari molekul DNA yang akan ditentukan 
urutan basa-basanya (Radji, 2011). 
2. Cara terminasi rantai 
Teknik Sangar-Coulson pada dasarnya memanfaatkan sifat enzim DNA 
polymerase yaitu fragmen klenow, yang memiliki kemampuan mensintesis 
DNA dengan adanya dNTP, dan ketidakmampuannya untuk membedakan 
deoksinukleutida trifosfat (dNTP), dengan dideoksinukleotida trifosfat 
(ddNTP). Molekul dNTP, tidak memiliki gugus hidroksil (OH), pada atom C 
nomor 2 pada cincin gula pentosa, sedangkan molekul ddNTP, tidak memiliki 2 
gugus OH pada posisi atom C nomor 2 dan nomor 3 pada cincin gula pentosa 
(Radji, 2011).  
Teknik sekuensing DNA menggunakan teknik dideoksinukleotida 
dilakukan pada 4 tabung reaksi yang berbeda, dimana pada setiap tabung reaksi 
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berisi campuran reagen yang terdiri dari cetakan DNA untai tunggal yang akan 
disekuens, primer oligonukleutida, DNA polymerase, campuran dNTP dan 
larutan buffer. DNA cetakan yang akan diskuens adalah DNA untai tunggal 
sehingga biasanya diklon terlebih dahulu dalam vector M13. Sedangkan 
molekul ddNTP yang dilabel dengan senyawa radioaktif atau non radioaktif, 
hanya ditambahkan pada campuran reaksi yang sesuai yaitu, untuk tabung A 
hanya ditambahkan ddATP, untuk tabung C hanya ditambahkan ddCTP, untuk 
tabung G hanya ditambahkan ddGTP sedangkan untuk tabung T hanya 
ditambahkan ddGTP. Pada proses pemanjangan untai DNA, selain 
menggunakan dNTP, secara acak juga menggunakan ddNTP, maka jika ddNTP 
terikat, polimerisasi lebih lanjut basa-basa DNA tidak terjadi atau terhenti, pada 
ujung molekul DNA yang memiliki ujung ddNTP. Mesin DNA sekuensing 
otomatis yang dilengkapi dengan perangkat lunak pengolah data menampilkan 
warna spesifik dari masing-masing keempat basa DNA, yang sekaligus 
merupakan urutan sekuen DNA (Radji, 2011). 
I. Ayat yang Relevan 
Allah Berfirman dalam QS Al-Nur/24: 45. 
َُ َّللّٱَوََِِهىَۡطتََٰىهَعًَِشَۡمٌَه َّمَمُهۡىَِمفَ ٖٖۖٓءا َّمَه ِّمَٖةَّٓتَادَ َّمُكَََقهَخۦًََِشَۡمٌَه َّمَمُهۡىِمَو
َُُقهَۡخٌَ َٖٖۚعتَۡرأَ َٰٓىهَعًَِشَۡمٌَه َّمَمُهۡىِمَوَِه ٍۡ َهۡجِرََٰىهَعَُ َّللّٱََ َِّنإَ ُٖۚٓءاَشٌََاَمََ َّللّٱََ ِّمُكََٰىهَع
َٞزٌِذَقَٖء ًۡ َش١٢َ 
Terjemahnya: 
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 Dan Allah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian ada 
yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan dengan dua kaki, sedang 
sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki. Allah menciptakan apa yang dia 
kehendaki. Sungguh, Allah mahakuasa atas segala sesuatu (Kementrian Agama RI, 
2010). 
Ayat tersebut menegaskan bahwa salah satu bukti kekuasaan dan limpahan 
anugerah-Nya. Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air yang memancar 
sebagaimana Dia menciptakan tumbuhan dari air yang tercurah. Lalu Allah 
menjadikan hewan-hewan itu beraneka jenis, potensi dan fungsi, maka sebagian dari 
mereka yakni hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya seperti buaya, ular dan 
hewan melata lainnya dan sebagian berjalan dengan dua kaki seperti manusia, 
burung, dan sebagian yang lain berjalan dengan empat kaki seperti sapi, kambing dan 
lain-lain, dan ada juga yang berjalan dengan menggunakan lebih dari empat kaki, 
seperti kalajengking, laba laba dan lain-lain. Memang Allah Maha Kuasa lagi Maha 
Bijaksana karena itu Allah secara terus menerus menciptakan apa dan dengan cara 
serta bahan yang dikehendaki Nya, salah satunya bakteri. Sebagai bukti kekuasaan-
Nya sesungguhnya Allah Maha Kuasa atas segala sesuatu. Betapa  penciptaan 
binatang tidak menunjukkan kekuasaan Allah, sekaligus kehendak-Nya yang mutlak. 
Dari satu sisi bahan penciptaan-Nya sama yaitu air, tetapi air dijadikan berbeda-beda, 
lalu dengan perbedaan itu Dia menciptakan makhluk yang memiliki potensi dan 
fungsi berbeda-beda pula yang sungguh berbeda dengan substansi serta kadar air 
yang merupakan bahan kejadiannya (Shihab, 2002). 
Allah Berfirman dalam QS Al-Ra’d/13: 17. 
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ََلَشَوأََ َهِمَِٓءاَمَّسنٱَََفَ اَهَِرذَِقتَ
َُُۢةٌِدَۡوأَ ۡثَناَسَفَ ٗٓءاَمََمََمحۡحٲََُم ٍۡ َّسنٱََا َّمِمَوَ ٖۖا ٍٗ ِتا َّرَ اَٗذتَس
ًَِفَِه ٍۡ َهَعََنُوذِقُىٌَِراَّىنٱَََٓءَاِغحۡتٱََُُههۡث ِّمَٞذَتَسَٖع َٰحَمََۡوأٍََةٍۡهِحٖۥََُۚبِزۡضٌَََكِن َٰذَكَُ َّللّٱَََّقَحۡنٱَ
ََوََٖۚمِط َٰثۡنٱَََ َأفا َّمََُذَت َّشنٱَََُعفَىٌَاَمَا ََّمأَوَ ٖۖٗٓءَافُجَُةَهَۡذٍَفََصاَّىنٱًََِفَُثُكَۡمٍَفَ ِٖۚضَۡرۡلۡٱَََكِن َٰذَك
َُبِزۡضٌََُ َّللّٱَََلَاثَۡمۡلۡٱَٔ١َ 
Terjemahnya:  
Allah telah menurunkan air (hujan) dari langit, maka mengalirlah ia (air) di 
lembah-lembah menurut ukurannya, maka arus itu membawa buih yang 
mengambang. Dan dari apa (logam) yang mereka lebur dalam api untuk membuat 
perhiasan atau alat alat, ada (pula) buihnya seperti (buih arus) itu. Demikianlah Allah 
membuat perumpamaan tentang yang benar dan yang batil. Adapun buih, akan hilang 
sebagai sesuatu yang tidak ada gunanya; tetapi yang bermanfaat bagi manusia,akan 
tetap ada di bumi. Demikianlah Allah membuat perumpamaan (Kementrian Agama 
RI, 2010). 
Yang dimaksud dengan firman-Nya amma ma yanfa’u an-nasa atau adapun 
yang bermanfaat bagi manusia adalah air bukan buihnya dan logam setelah dibakar 
dan hilang kotorannya. Ayat ini tidak menyebut air dan logam itu secara langsung 
tetapi menegaskan manfaatnya. Hal tersebut untuk mengisyaratkan bahwa yang 
penting bukan air atau logamnya, tetapi manfaat yang harus dihasilkan oleh air dan 
logam itu. Demikian juga yang haq, yang penting bukanlah ide-ide yang benar, yang 
mengawang awang di angkasa, tetapi yang lebih penting adalah manfaat dan 
penerapan ide-ide yang benar itu dalam kehidupan duniawi sehingga dapat memberi 
manfaat. Selanjutnya yang dimaksud bermanfaat di sini mencakup aneka manfaat, 
baik jasmani maupun rohani, baik perorangan maupun kolektif, baik dunia maupun 
akhirat.  
Banyak ulama memahami bahwa ayat di atas menampilkan dua macam 
perumpamaan, masing-masing untuk kebenaran dan untuk kebatilan. Contoh pertama 
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bagi kebenaran adalah air yang mengalir dengan sangat deras dan contoh kedua 
adalah logam dengan kualitasnya yang jernih. Sedang contoh pertama dari kebatilan 
adalah buih yang dihasilkan oleh derasnya arus air dan contoh kedua adalah logam 
berat timbal yang keluar akibat pembakaran logam.  
Dari berbagai barang tambang yang dihasilkan manusia melalui proses 
pembakaran seperti emas, perak, tembaga dan timah ada yang dapat dijadikan 
perhiasan atau peralatan seperti bejana, ada juga yang berupa sampah seperti sampah 
air yang mengapung di atas permukaan air. Bagian barang tambang yang mengalir itu 
disebut khabits (limbah). Dengan perumpamaan air dan limbahnya serta tambang dan 
limbahnya itu, Allah menerangkan kebenaran dan kebatilan. Kebenaran diibaratkan 
sebagai air dan tambang yang jernih, sedangkan kebatilan diibaratkan sebagai limbah 
air dan limbah tambang yang tidak mungkin dapat dimanfaatkan dan akan lenyap dan 
terbuang. Sedangkan air jernih dan tambang jernih yang dapat berguna unuk 
kepentingan manusia akan bertahan di dalam tanah agar dapat dimanfaatkan. Dengan 
tamsil yang sangat jelas seperti itulah Allah swt. memperlihatkan kebaikan dan 
kejahatan kepada manusia (Shihab, 2002). 
 
Allah Berfirman dalam QS Al-Anbiya’/21: 30. 
َََوأََ ََزٌَ َۡمنََهٌِذَّنٱََ ََّنأَ ْآوَُزفَكَِت َٰى َٰمَّسنٱَََوََضَۡرۡلۡٱََاَىَۡهعَجَوَ ٖۖاَمُه َٰىَۡقحََففَ اٗقۡجَرَ َاحَواَك
ََهِمَِٓءاَمۡنٱَََنُىىِمُۡؤٌَََلََفأَ ٍٖۚ ًّ َحٍَء ًۡ َشَ َّمُك٠َٓ 
 
Terjemahnya:  
Dan apakah orang-orang kafir tidak mengetahui bahwa langit dan bumi 
keduanya dahulu menyatu, kemudian kami pisahkan antara keduanya; dan kami 
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jadikan segala sesuatu yang hidup berasal dari air; maka mengapa mereka tidak 
beriman? (Kementrian Agama RI, 2010). 
 
Firman-Nya: wa ja’alna min al-ma’i kulla syai’in hayyin atau kami jadikan 
dari air segala sesuatu hidup, diperselisihkan juga maknanya. Ada yang 
memahaminya dalam arti segala yang hidup membutuhkan air atau pemeliharaan 
kehidupan segala sesuatu adalah dengan air, atau kami jadikan dari air yang terpancar 
dari shulbi (sperma) segala yang hidup yakni dari jenis binatang. 
Para pengarang Tafsir al-Muntakhab berkomentar bahwa ayat ini telah 
dibuktikan kebenarannya melalui penemuan lebih dari satu cabang ilmu pengetahuan. 
Sitologi (ilmu tentang susunan dan fungsi sel) misalnya, menyatakan bahwa air 
adalah komponen terpenting dalam pembentukan sel yang merupakan satuan 
bangunan pada setiap makhluk hidup, baik hewan maupun tumbuhan. Sedang 
Biokimia menyatakan bahwa air adalah unsur yang sangat penting pada setiap 
intraksi dan perubahan yang terjadi di dalam tubuh makhluk hidup. Air dapat 
berfungsi sebagai media, faktor pembantu, bagian dari proses interaksi, atau bahkan 
hasil dari sebuah proses interaksi itu sendiri. Sedangkan Fisiologi menyatakan bahwa 
air sangat dibutuhkan agar masing masing organ dapat berfungsi dengan baik. 
Hilangnya fungsi itu berarti kematian (Shihab, 2002). 
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J. Kerangka Pikir 
Input  
 
 
 
1. Terjadinya pencemaran logam berat timbal (Pb) pada 
endapan sedimen kanal sekitar rumah susun kota 
Makassar disebabkan karena buangan limbah domestik 
dan limbah rumah sakit yang berasal dari daerah sekitar 
rumah susun. 
2. Bakteri dapat mengakumulasi logam timbal melalui fase 
pengikatan dengan absorbsi melalui dinding sel dan 
diikuti dengan transport aktif melalui membran sel 
(ekstraseluler) dan sitoplasma (intraseluler). 
3.  Bakteri pengakumulasi logam berat timbal (Pb) dapat 
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Proses 
 
 
 
 
 
Output  
 
 
 
 
 
 
 
BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
A. Jenis dan Pendekatan Penelitian  
1. Isolasi bakteri pengakumulasi logam berat timbal (Pb) 
pada endapan sedimen kanal sekitar rumah susun. 
2. Identifikasi molekular bakteri pengakumulasi logam 
berat timbal (Pb) pada endapan sedimen kanal sekitar 
rumah susun. 
3. Uji akumulasi bakteri terhadap logam timbal (Pb) 
Terdapat bakteri yang dapat 
mengakumulasikan logam berat timbal (Pb) . 
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Jenis penelitian ini adalah kualitatif dengan pendekatan deskriptif yang 
menggambarkan tentang bakteri pengakumulasi logam berat timbal (Pb) yang 
terdapat pada endapan sedimen kanal  sekitar rumah susun kota Makassar. 
 
B. Waktu dan Lokasi Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli sampai Agustus 2016 selama 2 
bulan, pada tempat lokasi penelitian yaitu daerah kanal sekitar rumah susun kelurahan 
Mariso kota Makassar dan pengujian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi 
Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar dan Laboratorium Molekuler dan 
Seluler Rumah Sakit Pendidikan UNHAS. 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.4. Lokasi titik pengambilan sampel: (a) kanal rumah susun (b) kanal 
belakang RS. Siloam (c) kanal yang berhubungan langsung dengan air 
laut (www. Google Earth, http:// peta rumah susun, 5 November 2015). 
C. Populasi dan Sampel 
1. Populasi pada penelitian ini yaitu semua endapan sedimen kanal sekitar rumah 
susun kelurahan Mariso Kota Makassar. 
a 
b 
c 
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2. Sampel penelitian ini yaitu endapan sedimen pada titik yang berbeda yaitu kanal 
rumah susun, kanal belakang rumah sakit Siloam dan kanal yang berhubungan 
langsung dengan air laut dengan pengambilan sampel dilakukan secara purposive 
sampling. 
 
D. Variabel Penelitian 
Variabel yang digunakan dalam penelitian ini adalah variabel tunggal yaitu 
bakteri pengakumulasi logam berat timbal (Pb).  
 
E. Definisi Operasional Variabel 
Agar tidak menimbulkan pengertian yang berbeda terhadap variabel dalam 
penelitian ini maka dirumuskan defenisi operasional yaitu : 
1. Bakteri pengakumulasi logam berat timbal (Pb) yaitu bakteri yang mampu 
mengurangi logam berat timbal (Pb) melalui proses absorpsi, produksi senyawa 
ekstraseluler atau sintesis enzimatis dari endapan sedimen yang diambil dari tiga 
titik yaitu kanal rumah susun, kanal belakang rumah sakit Siloam dan kanal yang 
berhubungan langsung dengan air laut yang berada di kawasan rumah susun kota 
Makassar. Bakteri tersebut diamati karakteristiknya. Identifikasi bakteri dilakukan 
berdasarkan uji mikroskopis dengan pewarnaan gram, pewarnaan endospora. 
Kemudian dilanjutkan dengan identifikasi molekular yang dilakukan di rumah 
sakit pendidikan Universitas Hasanuddin. 
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2. Logam berat merupakan unsur atau senyawa dengan berat molekul tinggi yang 
bersifat toksik pada tumbuhan, hewan dan manusia dalam konsentrasi tertentu. 
3. Timbal atau dalam keseharian lebih dikenal dengan nama timah hitam, dalam  
bahasa ilmiahnya dinamakan Plumbum, dan logam ini disimbolkan dengan Pb. 
Logam ini termasuk kedalam kelompok logam golongan IV-A pada tabel periodik 
unsur kimia. Mempunyai nomor atom (NA) 82 dengan bobot atau berat atom 
(BA) 207,2 yang bersifat komulatif, jika terakumulasi dalam tubuh maka dapat 
bersifat toksik pada makhluk hidup. 
 
F. Metode Pengumpulan Data 
Metode pengumpulan data yang digunakan pada penelitian ini adalah 
metode secara sengaja. Metode ini merupakan upaya pengumpulan sampel pada 
endapan sedimen kanal dari kawasan rumah susun kota Makassar yang mengandung 
logam berat timbal (Pb). 
 
G. Instrumen Penelitian 
1. Alat 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut : ekman 
grab, botol sampel, tabung PCR, UV- Transulaminator, komputer, alat elektroforesis, 
Shaker Incubator,  Autoclaf, oven, Vortex, inkubator, cawan petri, jarum ose, pipet 
tetes, pipet ukur, corong, kaca preparat, erlenmeyer, Hot Plate dan stirrer, lampu 
bunsen, rak tabung, gelas ukur, tabung reaksi, microtube, mikropipet, mikroskop 
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binokuler, penghitung koloni (Colony Counter), Spektrofotometer Serapan Atom 
(SSA), neraca analitik dan botol semprot. 
2. Bahan 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut : 
PbNO3 steril 250 ppm,  asam nitrat (HNO3), asam peklorat (HCIO4), Glukosa (0,5%) 
270 ml, NA (Nutrient Agar) 10 g, NB (Nutrient Broth) 4 gram, Pewarnaan Gram 
(Crystal violet, Lugol, Etil Alkohol Safranin, dan Aquadest), Alkohol 95%, Minyak 
imersi (Imersion Oil), Malacyte Green, kit, primer forward, primer reverse, agarosa, 
marker 100 bp dan Aluminium foil. 
 
H. Prosedur Kerja 
Pelaksanaan penelitian terdiri dari lima tahap yaitu : 
1. Daerah pengambilan sampel terletak di tiga titik yaitu kanal rumah susun, kanal 
belakang rumah sakit Siloam dan kanal yang berhubungan langsung dengan air 
laut, pengambian sampel dilakukan secara purposive sampling yang diperkirakan 
mengandung logam berat timbal (Pb). Sedimen diambil dengan Ekman Bottom 
Grab yang dimasukkan ke dalam kolom air hingga mencapai dasar kanal. 
Selanjutnya Ekman Bottom Grab ditarik. Botol steril dimasukkan ke dalam 
tumpukan sedimen, botol steril dibuka di dalam tumpukan sedimen dan sedimen 
dimasukkan ke dalam botol steril hingga penuh. Kemudian botol steril ditutup 
pada posisi masih di dalam sedimen. 
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2. Menurut (Yuniarti dkk, 2002) isolasi mikroba pengakumulasi logam berat 
dilakukan dengan cara endapan sedimen yang diambil dari lokasi yang terdiri dari 
tiga titik masing-masing 10 g disuspensikan dalam larutan glukosa 0,5% 90 ml. 
Suspensi endapan sedimen diinkunasi di shaker incubator selama 2 jam dengan 
kecepatan 1500 rpm, kemudian diencerkan hingga 10
6 
kali. Hasil pengenceran 
dikocok dengan vortex dan 100 µl suspensi diinokulasikan pada cawan petri berisi 
medium NA (Nutrient Agar), kemudian diinkubasi kedalam Inkubator dengan 
suhu 37
0
C, selama 2 hari. Koloni yang tumbuh diremajakan pada medium agar NA 
sebanyak dua ulangan, dan diinkubasi kembali seperti kondisi semula. Setelah 
koloni tumbuh dan berdiameter 2-4 mm bakteri diinokulasikan pada medium NA 
(Nutrient Agar) yang ditambahkan logam berat timbal dengan konsentrasi 250 
ppm di permukaan, kemudian biakan diinkubasi kembali pada kondisi yang sama, 
di ruang gelap selama 2 hari. Sebagai kontrol digunakan media  yang tidak 
mengandung logam berat untuk mengoreksi tidak tampaknya koloni disebabkan 
oleh tidak tahannya mikroba terhadap logam berat atau koloni tidak terambil. 
Pewarnaan gram dilakukan dengan preparat ulas ditetesi laruan Kristal 
violet sebanyak 2-3 tetes dan didiamkan selama 1 menit, kemudian dicuci dengan 
air mengalir. Gram’s Iodine Mordant (Emerck) diteteskan sebanyak 2-3 tetes di 
atas permukaan preparat lalu didiamkan selama 1 menit, kemudian dicuci dengan 
air mengalir. Selanjutnya preparat ditetesi etil alkohol 95% setetes demi setetes 
sampai kristal violet tercuci. Kemudian dicuci dengan air mengalir kembali. 
Berikutnya preparat ditetesi safranin selama 45 detik dan dicuci dengan air 
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mengalir, kemudian dikeringkan dan diamati dengan mikroskop. Pewarnaan 
endospora dilakukan dengan cara preparat ulas ditempatkan pada rak pewarna. 
Preparat ulas ditutup penuh dengan kertas saring. Kemudian zat warna hijau 
malakit diteteskan dengan pipet Pasteur ke permukaan kertas saring secara merata 
dan selanjutnya dipanaskan selama 5 menit dan didinginkan. Setelah preparat 
dingin, kertas saring dibuang dan preparat dibilas dengan air yang mengalir dan 
dikeringanginkan. Kemudian preparat diwarnai dengan safranin selama 1 menit 
dan dibilas dengan air yang mengalir dan dikeringanginkan. Preparat diamati di 
bawah mikroskop dengan pembesaran 1000x dengan minyak imersi yang 
diteteskan di luar atas kaca penutup. Selanjutnya Identifikasi molekuler dengan 
menyiapkan stok bakteri dari seri pengenceran 10
-1
 sampai 10
-6 
dan memilih 
bakteri yang berbeda dari segi morfologi untuk dilakukan identifikasi molekuler  
yang diawali dengan estraksi DNA pada bakteri.  
3. Identifikasi molekular dilakukan dengan cara : 
a. Estraksi DNA 
 Estraksi DNA bakteri dengan metode Geneid bertujuan untuk 
memisahkan DNA dari komponen-komponen sel lainnya. Estraksi DNA pada 
organisme prokariotik dilakukan melalui Sampel Preparasi, Melisiskan sel, DNA 
Binding, Wash, Elution. Adapun langkah-langkah tersebut adalah sebagai berikut: 
 
 
1. Preparation sample (Sampel Preparasi) 
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Masing – masing sebanyak satu ose sampel bakteri yaitu pada kode isolat 
A8, B3, B4 dan C2 yang telah dipilih berdasarkan tingkat pertumbuhannya yang 
paling baik pada media NA (Nutrient Agar) yang telah diperkaya PbNO3 
sebanyak 0.3996 gr/L dengan konsentrasi sebanyak 250 ppm, dimasukkan ke 
dalam tabung microcentrifuge 1,5 mL steril yang telah berisi 200 µl  PBS 
(Phospate Buffer saline) yang telah ditambahkan 20 µl Proteinase K. 
Menghomogenkan dengan cara pipetting. Kemudian diinkubasi pada suhu 95
o
C  
selama 30 menit pada waterbath . 
2. Cell lysis (Melisiskan sel) 
Menambahkan 200 µl gram GSB buffer lalu divortex dan diinkubasi kembali 
pada suhu 60
o
C  selama 2 menit. 
3. DNA Binding  
Menambahkan 200 µl etanol absolute 96% dan di vortex selama 10 detik. 
Memindahkan semua campuran tersebut ke dalam GD column (spin column) 
pada 2 ml collection tube, sentrifugasi pada kecepatan 14.000 xg selama 1 menit.  
Membuang collection tube yang berada di bawah spin column dan mengganti 
dengan collection tube yang baru. 
4. Wash (Pencucian) 
Menambahkan 400 µl WI buffer lalu disentrifugasi pada kecepatan 14.000  
rpm selama 30 detik, kemudian membuang cairan yang ada collection tube. 
Menambahkan 600 µl wash buffer (Geneid)  dan disentrifugasi kembali selama 30 
detik, kemudian membuang cairan yang ada collection tube dan sentrifugasi 
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kembali selama 3 menit,  dan meletakkan tabung mikrocentrifuge steril pada 
bagian bawah spin column. 
5. Elution  
Menambahkan 100 µl Elution buffer, diamkan selama 3 menit kemudian 
disentrifugasi dengan kecepatan yang sama selama 30 menit. Cairan yang 
mengandung DNA yang tertampung pada tabung mikrocentrifuge disimpan pada 
suhu -4
 o
C untuk digunakan sebagai template PCR. 
b. Ampifikasi PCR (Polymerase Chan Reaction) 
Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan metode Geneid merupakan 
suatu proses sintesis enzimatik untuk melipat gandakan sekuens nukleotida 
tertentu secara in vitro. Prosesnya meliputi 3 tahap yaitu denaturasi, annealing, 
dan extension. Prosedur ini dikerjakan pada sampel DNA yang telah diisolasi, 
estrak DNA dari sample dan aquadest sebagai kontrol negatif “PCR mix” 
dimasukkan dalam tabung PCR: 
Tabel 3.1 Komposisi Primer Mix 
 
Reaksi µl 
Enzim Gotxaq Green Mix 25 
Primer Forward 10 µM 1 
Primer Reverse 10 µM 1 
H2O 18 
DNA 5 
Total Premix 50 
 
 
Amplifikasi dilakukan dengan mesin PCR (DNA Thermal Chycler) utnuk 
amplifikasi PCR, tahap awal denaturasi pada suhu 95
o
C selama 15 menit, 
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selanjutnya 94
o
C selama 1 menit, annealing pada suhu 55
o
C selama 30 detik, 
ekstensi 72
o
C selama 1 menit sebanyak 35 siklus dilanjutkan dengan ekstensi 
akhir suhu 72
o
C selama 5 menit dan 12
o
C ± 30 menit untuk penyimpanan jenis 
primer yang digunakan adalah primer universal dengan urutan sequens UI 5’ 
CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’ dan U2 5’ATCGG(C/T)TACC 
TTGTTACGACTTC-3’ (Jang-Jih Lu, 2003 dalam Asrianti, 2015). 
c. Elektroforesis gel agarose 
Agarose dibuat dengan melarutkan 1 g agarose (Bio Rad) dalam 50 ml 0,5 
Tris borate EDTA (100 g Tris base, 27,5 g asam borat, 20 ml 0,5 M EDTA pH 8 
dalam 50 ml air). Kemudian memanaskan sampai mendidih dan larut selanjutnya 
menambahkan 2 µl gel red nucleic acid strain  dan dituangkan dalam pencetak gel 
yang telah dipasangi sisir. Setelah agarose memadat (sekitar 30 menit) selanjutnya 
dimasukkan ke dalam tank elektroforesis yang berisi larutan TBE 0,5%. 
Memasukkan DNA sampel yang telah dicampur dengan cairan “loading dye” ke 
dalam sumur dengan perbandingan 2:1 dengan cara pippeting, kemudian 
memasukkan Marker 100bp setelah keseluruhan sampel dimasukkan. Elektroda 
dihubungkan dengan Power supply dengan volt 100 selama 40 menit. Setelah itu 
Power supply dimatikan kemudian mengangkat gel dari dalam alat tersebut. Gel 
dipindahkan ke dalam UV transiluminator kemudian diamati hasilnya pada 
komputer. 
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d. Sekuensing DNA 
Pengurutan atau sekuensing DNA hasil PCR dikirim ke 1
st 
 BASE 
sequensing INT di Malaysia untuk pemetaan pasang basa yang berhasil 
diamplifikasi. Data sekuens selanjutnya diedit dengan menggunakan Clustal W 
dalam program MEGA 5 (Tamura et al., 2011) dan dilakukan perbandingan 
sekuen yang diperoleh (Query) dengan yang telah ada pada GeneBank  dengan 
menggunakan fasilitas BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) pada database 
Searches NCBI internet site (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Ukuran fragmen hasil 
ampifikasi PCR ditentukan dengan cara membandingkan antara posisi ukuran 
penanda DNA (Marker) dengan ukuran fragamen sampel. Hasil positif ditunjukan 
dengan adanya band pada ukuran 996 bp.  
4. Uji kemampuan akumulasi logam timbal (Pb) 
Setelah didapatkan spesies bakteri dari identifikasi molekuler, bakteri tersebut 
diuji kemampuan akumulasinya dalam menurunkan jumlah konsentrasi logam 
timbal dengan cara 1 ose isolat bakteri masing-masing diinokulasikan kedalam 
medium cair NB (Nutrient Broth) yang diperkaya dengan PbNO3 0.3996 gr/L 
dengan konsentrasi 250 ppm kedalam erlenmeyer, kemudian dihomogenkan 
dengan menggunakan vortex mixer selama 5 menit dan diinkubasi kedalam 
inkubator selama 2 x 24 jam pada suhu 37
o
C. isolat yang tumbuh pada media 
tersebut kemudian disentrifugasi kembali dengan menggunakan centrifuge dengan 
kecepatan 10.000 rpm selama 5 menit untuk mendapatkan supernatan cairan, 
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selanjutnya supernatan yang dihasilkan  diukur absorbansinya menggunakan SSA 
(Spektophotometer Serapan Atom). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
70 
 
 
 
BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Penelitian 
1. Isolasi bakteri pengakumulasi logam berat timbal (Pb) pada endapan 
sedimen kanal sekitar rumah susun. 
Isolasi bakteri pengakumulasi logam berat timbal (Pb) yang terdapat di 
endapan sedimen perairan kanal sekitar rumah susun, dijadikan sampel untuk 
mengakumulasi logam berat timbal (Pb) yang ditumbuhkan pada media NA (Nutrien 
Agar). Didapatkan 28 isolat yang tumbuh pada media tersebut pada awal 
penyebarnnya dan dilakukan pemurniaan. Setelah bakteri murni dilanjutkan dengan 
uji resistensinya yang masih dalam medium padat NA (Nutrien Agar) yang diperkaya 
PbNO3 sebesar 0.3996 gr/L pada tahapan ini didapatkan 22 isolat bakteri murni yang 
dapat bertahan pada medium, 6 diantara isolat tersebut tidak dapat bertahan pada 
media, hal tersebut dikarenakan tidak tahannya bakteri terhadap logam berat timbal. 
Bakteri yang telah dimurnikan diamati karakteristiknya secara makroskopik meliputi 
pengamatan morfologi koloni bakteri dengan mengamati bentuk, ukuran, warna, 
permukaan, tepi dan elevasi pada koloni bakteri. Hasil pengamatan makroskopik 
koloni bakteri yang berhasil diisolasi dapat dilihat pada tabel 4.1. 
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Tabel 4.1. Pengamatan Makroskopik Koloni Bakteri Pengakumulasi Logam Berat 
Timbal pada Endapan Sedimen Kanal Sekitar Rumah Susun 
 
No 
Kode 
Isolat 
Bentuk Makroskopik Koloni 
Ukuran Bentuk Warna Permukaan Margin Elevasi 
 1    A2 
Moderate 
(sedang) 
Circular Putih 
Halus 
mengkilap 
Entire Convex 
2    A3 
Large        
(besar) 
Circular 
Putih 
susu 
Kasar Entire Convex 
3 A4 
Moderate 
(sedang) 
Irregular Putih Kasar Undulate Umbonate 
4 A5 
Moderate 
(sedang) 
Circular Putih 
Halus 
mengkilap 
Entire Convex 
5 A6 
Small 
(kecil) 
Circular 
Putih 
susu 
Halus 
mengkilap 
Entire Convex 
6 A7 
Large 
(besar) 
Irregular 
Putih 
susu 
Halus 
mengkilap 
Undulate Umbonate 
7 A8 
Moderate 
(sedang) 
Circular 
Putih 
susu 
Kasar Entire Convex 
8 B1 
Moderate 
(sedang) 
Circular Orange 
Halus 
mengkilap 
Entire Convex 
 
  9 
 
B2 
Large 
(besar) 
 
Circular 
Orange 
Halus 
mengkilap 
Undulate Umbonate 
10 B3 
Small 
(kecil) 
Circular Putih 
Halus 
mengkilap 
Entire Convex 
11 B4 
Moderate 
(sedang) 
Circular Orange 
Halus 
mengkilap 
Entire Convex 
12 B5 
Large 
(besar) 
Rhizoid Orange 
Halus 
mengkilap 
Rhizoid Convex 
13 B6 
Large 
(besar) 
Filament Putih 
Halus 
mengkilap 
Filamentous Convex 
14 B7 
Large 
(besar) 
Irregular Putih 
Halus 
mengkilap 
Undulate Umbonate 
15 B8 
Large 
(besar) 
Irregular Putih 
Kering 
seperti 
bubuk 
Curled Umbonate 
16 B9 
Small 
(kecil) 
Circular Putih 
Halus 
mengkilap 
Entire Convex 
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No 
Kode 
Isolat 
Bentuk Makroskopik Koloni 
Ukuran Bentuk Warna Permukaan Margin Elevasi 
17 B10 
Moderate 
(sedang) 
Circular Putih 
Halus 
mengkilap 
Entire Convex 
18 B11 
Small 
(kecil) 
Circular Putih 
Halus 
mengkilap 
Entire Convex 
19 C1 
Large 
(besar) 
Irregular Putih 
Halus 
mengkilap 
Undulate Umbonate 
20 C2 
Small 
(kecil) 
Circular Putih 
Halus 
mengkilap 
Entire Convex 
21 C4 
Large 
(besar) 
Irregular Putih 
Halus 
mengkilap 
Undulate Umbonate 
22 C7 
Large 
(besar) 
Circular 
Putih 
susu 
Halus 
mengkilap 
Entire Convex 
 
Dari ke 22 isolat tersebut yang didapatkan, dilakukan pengamatan 
mikroskopis dengan melihat bentuk sel  dan  pewarnaan untuk uji gram pada bakteri. 
Kemudian  dilanjutkan dengan uji pewarnaan endospora untuk mengetahui ada 
tidaknya endospora yang dimiliki pada isolat bakteri tersebut yang berfungsi sebagai 
pertahanan sel bakteri terhadap kondisi lingkungan yang ekstrim. Hasil dari 
pengamatan mikroskopis tersebut dapat dilihat pada tabel 4.2:  
Tabel 4.2. Pengamatan mikroskopik sel bakteri pengakumulasi logam berat timbal 
pada endapan sedimen kanal Sekitar rumah susun  
  
No 
Bentuk Mikroskopik Bakteri 
Kode Bakteri Bentuk Sel Sifat Gram Endospora 
1 A2 Monobacil Positif Positif 
2 A3 Monobacil Positif Negatif 
3 A4 Monobacil Positif Positif 
4 A5 Monobacil Positif Negatif 
5 A6 Streptobacil Positif Positif 
6 A7 Monobacil Positif Negatif 
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No 
Bentuk Mikroskopik Bakteri 
Kode Bakteri Bentuk Sel Sifat Gram Endospora 
7 A8 Monobacil Negatif Negatif 
8 B1 Monococcus Negatif Negatif 
9 B2 Monobacil Negatif Negatif 
10 B3 Monobacil Negatif Negatif 
11 B4 Diplococcus Negatif Negatif 
12 B5 Diplobacil Positif Negatif 
13 B6 Streptobacil Positif Negatif 
14 B7 Streptobacil Positif Positif 
15 B8 Diplobacil Positif Positif 
16 B9 Monobacil Negatif Negatif 
17 B10 Streptobacil Positif Positif 
18 B11 Streptobacil Positif Positif 
19 C1 Monobacil Positif Positif 
20 C2 Streptobacil Positif Positif 
21 C4 Streptobacil Positif Positif 
22 C7 Streptobacil Positif Negatif 
 
Dari 22 isolat bakteri tersebut yang telah diuji, dipilih 4 isolat bakteri yang 
memiliki tingkat pertumbuhan yang paling baik pada media NA (Nutrient Agar) yang 
telah diperkaya PbNO3 sebanyak 0.3996 gr/L dengan konsentrasi 250 ppm, yaitu 
isolat A8, B3, B4 dan C2.  
Keempat isolat bakteri tersebut yang diketahui mampu menurunkan kadar 
timbal selanjutnya diidentifikasi dengan metode molekular menggunakan gen 16S 
rRNA. 
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2. Identifikasi molekular bakteri pengakumulasi logam berat timbal (Pb) pada 
endapan sedimen kanal rumah susun. 
Adapun hasil elektroforesis dari hasil amplifikasi gen 16S-rRNA yang 
dilakukan dengan menggunakan mesin PCR ( DNA Thermal Cycler ) pada  keempat 
sampel bakteri dari endapan sedimen kanal perairan sekitar rumah susun kota 
Makassar dapat dilihat pada gambar 4.1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.1. Hasil elektroforesis dari produk amplifikasi gen 16S-rRNA 
Selanjutnya hasil dikirim ke PT. Genetika Science Indonesia yang kemudian 
akan dikirim ke 1
st
 BASE Sequencing INT Malaysia untuk pemetaan pasang basa 
yang berhasil diamplifikasi. Dari hasil sequencing yang di dapatkan dari Malaysia 
terdapat isolat bakteri yang memiliki kesamaan yaitu isolat B3 dan B4 yang berasal 
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dari kanal belakang rumah sakit Siloam, sehingga hanya diambil satu sampel saja 
yang mewakili titik lokasi penelitian tersebut yaitu sampel isolat B3.  
Adapun hasil sequencing dari ketiga isolat sampel tersebut yang diperoleh 
dari 1
st
 BASE Sequencing INT Malaysia dapat dilihat pada tabel dibawah ini: 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.2. Urutan basa nukleutida isolat A8 hasil sekuensing 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.3. Urutan basa nukleutida isolat B3 hasil sekuensing 
 
Isolat A8 
TTAATGTTCGGATACTGGGCGTAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAA
CCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGAGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGG
ATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA
CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTT
ACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGA
GGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGGTCACACC
ATGGGGAGTGGGGTTGCTTCCAGAAGTAAGCTAGGTCTAAACCGCCAAGGGGGGACGGTTTACCACCGCAGT
GAATTCATGAACTGGGGGTGGAAGTCCTTATCAAGGTTAACCCCCAAA 
Isolat B3 
GGAATACGGATACTGGGCGTAAGCGTGTGTAGGCGGTTCGGAAGAAAGATGTGAAATCCCAGGGCTCAACC
TTGGAACTGCATTTTTAACTGCCGAGCTAGAGTATGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAA
TGCGTAGATATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGATAATACTGACGCTCAGACACGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGCTGTTGGGG
CCGTTAGGCCTTAGTAGCGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTT
ACCTACCCTTGACATGTCTGGAAAGCCGAAGAGATTTGGCCGTGCTCGCAAGAGAACCGGAACACAGGTGC
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTA
GTTGCTACGCAAGAGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
CTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGGACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGG
GGGAGCCAATCTCAGAAACCCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAT
GGGAGTGGGTTTCACCAGAAGTAGGTAGCCTAACCGTAAGGAAGGGCGCTTACCACGGTGGGGATTCATGA
CTGGGGGTGAAGTCGTACAGGGTAGACCCCAAAAAAAA 
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Gambar 4.4. Urutan basa nukleutida isolat C2 hasil sekuensing 
Hasil sekuensing yang diperoleh dari Malaysia selanjutnya dianalisis pada 
Gen Bank menggunakan analisis BLAST. Analisis BLAST dilakukan dengan tujuan 
untuk membandingkan hasil yang diperoleh dengan hasil sekuen DNA dari seluruh 
dunia yang didepositkan pada database Gen Bank. Analisis BLAST dilakukan secara 
online pada website NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Hasil analisis BLAST dari 
ketiga isolat bakteri tersebut yang terdapat pada endapan sedimen kanal sekitar rumah 
susun kota Makassar dapat dilihat pada gambar dibawah ini: 
 
 
 
 
 
 
Isolat C2 
AGGATTACGGATATTGGGCGTAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAAC
CGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAG
AGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTG
GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTA
GTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCG
AGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGGA
ATCTCTAGTAATCGCGGGATCAACATGCCTGCGGTTCAATACGTTTCCCGGGGCCTTGTACAACACCGGCCGG
TCCCACCACGGAGAGTTTGGTAACACCCCTAAAATCCGGTGGGGGTAAACCTTTTTTGGGAGCCCGCCCCGC
CTAAGGGTGGGGAACGAAGGTGATTAGGGGGGAAATTCCTAAACAAGGGGAAGCCTCAATAAA 
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1. Sampel A8 
 
Gambar 4.5. Hasil analisis BLAST isolat A8 
2. Sampel B3 
 
Gambar 4.6. Hasil analisis BLAST isolat B3 
 
 
Pseudomonas 
aeruginosa 
Alcaligenes 
faecalis 
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3. Sampel C2 
 
Gambar 4.7. Hasil analisis BLAST isolat C2 
 
3. Uji kemampuan akumulasi bakteri terhadap logam timbal (Pb) 
Pada  tahap ini masing-masing isolat bakteri Pseudomonas aeruginosa, 
Alcaligenes faecalis dan Bacillus thuringiensis diuji kemampuannya dalam 
mengakumulasikan logam timbal yang ditumbuhkan pada media NB (Nutrient Broth) 
yang diperkaya PbNO3 0.3996 gr/L dengan konsentrasi 250 ppm dengan masa 
inkubasi 2x24 jam. Selanjutnya dicentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 5 
menit untuk mendapatkan supernatan. Supernatan yang dihasilkan kemudian diukur 
dengan menggunakan Spektophotometer Serapan Atom, untuk mengetahui jumlah 
Bacillus 
thuringiensis 
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akumulasi dari masing-masing bakteri tersebut sehingga diperoleh kurva standar 
dibawah ini: 
 
Gambar 4.8 Kurva standar akumulasi bakteri terhadap logam timbal 
Kurva standar y = 0.007x + 0.0005 digunakan untuk mengetahui jumlah 
akumulasi bakteri terhadap logam timbal. Perhitungan jumlah akumulasi dari ketiga 
bakteri tersebut terhadap logam timbal dihitung melalui kurva standar, diketahui 
bahwa ketiga bakteri tersebut mampu menurunkan konsentrasi timbal. Hasil dari 
penurunannya berdasarkan kurva standar dapat dilihat pada tabel 4.3. 
Tabel 4.3. Jumlah akumulasi bakteri terhadap logam timbal 
No  Isolat Bakteri 
Konsentrasi 
Awal (ppm) 
Konsentrasi 
Akhir (ppm) 
Total Akumulasi 
(ppm) 
Penurunan 
(%) 
1 
Pseudomonas 
aeruginosa 
250 8.805 241 96  
2 
Alcaligenes 
faecalis 
250 3.875 246 98.4  
3 
Bacillus 
thuringiensis 
250 0.39 249 99.6  
y = 0,0072x + 0,0005 
R² = 0,9961 
0
0,01
0,02
0,03
0,04
0,05
0,06
0,07
0,08
0 2 4 6 8 10 12
Series1
Linear (Series1)
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B. Pembahasan 
1. Isolasi bakteri pengakumulasi logam berat timbal (Pb) dari endapan 
sedimen kanal sekitar rumah susun 
Penelitian ini menggunakan endapan sedimen yang terdapat pada tiga titik 
sampel yang berbeda pada kanal sekitar rumah susun kelurahan Mariso kota 
Makassar yaitu kanal rumah susun, kanal belakang rumah sakit Siloam dan kanal 
yang berhubungan langsung dengan air laut, dimana pada masing-masing titik 
pengambilan endapan sedimen tersebut mengandung logam berat timbal (Pb) 
berdasarkan uji pendahuluan yang telah dilakukan, dengan jumlah konsentrasi 
masing-masing logam timbal yaitu 4.460 mg/L, 3.171 mg/L dan 0.388 mg/L, yang 
telah melewati nilai ambang batas yang ditentukan yaitu 0.03 mg/L. Masing-
masing sampel endapan sedimen ini diambil dan diisolasi untuk mengetahui 
bakteri yang terdapat didalamnya yang mampu mengakumulasi logam berat timbal 
(Pb) dengan konsentrasi 250 ppm. 
Hasil isolasi menunjukkan bahwa terdapat koloni bakteri yang tumbuh pada 
media agar yang telah diperkaya PbNO3 0.3996 gr/L dengan konsentrasi 250 ppm 
pada cawan petri tersebut. Pada titik A yaitu kanal sekitar rumah susun terdapat 
terdapat 7 koloni yaitu (A2, A3, A4, A5, A6, A7 dan A8), pada titik B yaitu kanal 
belakang rumah sakit Siloam terdapat 11 koloni yaitu (B1, B2, B3, B4, B5, B6, 
B7, B8, B9, B10 dan B11) dan pada titik C yaitu kanal yang berhubungan 
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langsung dengan air laut terdapat 4 koloni yaitu (C1, C2, C4 dan C7). Pada tahap 
pengujian ini terdapat 6 cawan petri yang tidak ditumbuhi oleh koloni bakteri yang 
berasal dari kanal sekitar rumah susun dan kanal yang berhubungan langsung 
dengan air laut yaitu (A1, C3, C5, C6, C8 dan C9). Hal tersebut menunjukkan 
bahwa tidak tahannya koloni bakteri terhadap logam berat timbal. 
Kemampuan fisiologis bakteri mengatasi tekanan lingkungan yang tercemar 
logam timbal tergantung pada metabolisme selnya, dapat melalui adsorbsi pada 
dinding sel atau permukaan eksternal, kemudian diikuti dengan transport aktif  
yang tergantung pada metabolisme sel. Resistensi dan adaptasi bakteri terhadap 
logam berat tergantung spesies dan konsentrasi logam berat yang terpapar di 
sekitar bakteri tersebut (Prasetya dkk, 2012). 
 Kemampuan mikroorganisme untuk mengatasi toksisitas logam berat 
karena memiliki mekanisme pertahanan yaitu dapat melalui: 
1. Presipitasi atau pembentukan kompleks ekstraseluler. 
2. Menurunkan permeabilitas logam atau transport logam melewati membran sel. 
3. Kompartementalisasi intraseluler antara lain melalui penumpukan dalam 
vakuola. 
4. Detoksifikasi melalui sejumlah reaksi kimia dalam sel. 
 
2. Pengamatan makroskopik koloni dan mikroskopik sel bakteri pengakumulasi 
logam timbal (Pb) 
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Penampakan koloni bakteri yang tumbuh dalam media lempeng agar 
menunjukkan bentuk dan ukuran koloni yang khas, perbedaan koloni yang tumbuh 
pada media agar dapat dilihat dari bentuk (shape), tepi atau pinggir (edge), 
ketinggian (elevation), ukuran (size), permukaan (surface), kekentalan atau 
kepadatan (consistency), bau (odor), transparansi (opacity) dan pigmentasi 
(chromogenesis) untuk memperoleh karakteristik makroskopik dari koloni bakteri. 
Tahap penting yang juga harus dilakukan dalam pencirian dan pengidentifikasian 
bakteri adalah pewarnaan Gram yang merupakan proses pewarnaan diferensial dan 
pewarnaan endospora. 
Hasil yang didapatkan dari 22 isolat koloni bakteri untuk pengamatan 
makroskopik dapat dilihat pada tabel 4.1 sedangkan hasil yang didapatkan dari 
pengamatan mikroskopik koloni bakteri dapat dilihat pada tabel 4.2. Dari 22 isolat 
koloni bakteri yang didapatkan dipilih 4 isolat koloni bakteri yang memiliki 
tingkat pertumbuhan yang paling baik yang mewakili masing-masing titik lokasi 
penelitian, pada kanal rumah susun dipilih isolat A8 dengan karakteristik yang 
dimiliki yaitu ukuran koloni sedang, bentuk koloni circular, warna koloni putih 
susu, permukaan koloni kasar, tepian koloni entire, memiliki elevasi convex. Pada 
kanal belakang rumah sakit Siloam dipilih isolat B3 dengan karakteristik yang 
dimiliki yaitu ukuran kecil, bentuk koloni circular, warna koloni putih, permukaan 
koloni halus mengkilap, tepian koloni entire, memiliki elevasi convex dan isolat 
B4 dengan karakteristik yang dimiliki yaitu ukuran sedang, bentuk koloni circular, 
warna koloni orange, permukaan koloni halus mengkilap, tepian koloni entire, 
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memiliki elevasi convex. Pada kanal yang berhubungan langsung dengan air laut 
dipilih isolat C2 dengan karakteristik yang dimiliki yaitu ukuran kecil, bentuk 
koloni circular, permukaan koloni halus mengkilap, tepian koloni entire dan 
memiliki elevasi yang convex. Pengamatan mikroskopik sel bakteri untuk isolat 
A8 memiliki bentuk sel basil (batang), bersifat gram negatif (-) dan tidak memiliki 
endospora. Untuk isolat B3 memiliki bentuk sel basil (batang), bersifat gram 
negatif (-) dan tidak memiliki endospora. Untuk isolat B4 memiliki bentuk sel 
diplobacil (berantai dua), bersifat gram negatif (-) dan tidak memiliki endospora. 
Untuk isolat C2 memiliki bentuk sel streptobacil (batang berantai), bersifat gram 
positif (+) dan memiliki endospora. 
Pewarnaan Gram isolat bakteri pengakumulasi logam timbal (Pb) dilakukan 
untuk mengidentifikasi bakteri yang didapatkan agar dapat di klasifikasikan antara 
bakteri Gram positif dan Gram negatif (Waluyo, 2008). 
Pengecatan gram memisahkan antara bakteri Gram positif dan Gram negatif. 
Bakteri Gram positif pada pewarnaan Gram berwarna biru keunguan hal ini 
disebabkan kompleks crystal violet yang masuk ke dalam sel bakteri Gram positif 
tidak dapat tercuci oleh alkohol karena adanya lapisan peptidoglikan yang kokoh 
pada dinding sel, sedangkan pada bakteri Gram negatif  berwarna merah, hal 
tersebut disebabkan kompleks crystal violet pada bakteri Gram negatif dapat 
tercuci oleh alkohol dan akan merusak lapisan lipopolisakarida sehingga 
menyebabkan sel bakteri tampak transparan, yang akan berwarna merah setelah 
diberikan safranin. 
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Berdasarkan hasil pengecatan Gram yang dilakukan dari 22 isolat bakteri  
berbeda yang didapatkan terdapat 16 isolat bakteri bersifat Gram positif yaitu 
isolat (A2, A3, A4, A5, A6, A7, B5, B6, B7, B8, B10, B11, C1, C2, C4 dan C7) 
dan 6 isolat bakteri bersifat Gram negatif yaitu isolat (A8, B1, B2, B3, B4 dan B9). 
Perbedaan warna antara bakteri Gram positif dan bakteri gram negatif 
disebabkan oleh adanya perbedaan struktur pada dinding selnya. Dinding sel pada 
bakteri Gram positif banyak mengandung peptidoglokan sedangkan dinding sel 
pada bakteri Gram positif banyak mengandung lipopolisakarida (Pratiwi, 2008). 
Pewarnaan endospora pada isolat bakteri pengakumulasi logam berat timbal 
(Pb) dilakukan untuk mengetahui ada tidaknya endospora yang dimiliki oleh 
bakteri tersebut. Pewarnaan endospora merupakan salah satu proses dalam 
mengidentifikasi jenis mikroba tertentu seperti anggota genus dari Clostridium, 
Desulfomaculatum dan Bacillus, pada pewarnaan endospora ini digunakan 
malachite green dimana bahan ini berfungsi untuk mewarnai endospora dari 
bakteri. Endospora adalah bentuk istirahat (laten) dari beberapa jenis bakteri gram 
positif dan terbentuk di dalam sel bakteri jika kondisi tidak menguntungkan bagi 
kehidupan bakteri (Nadyah, 2011).  
Endospora mengandung sedikit sitoplasma, materi genetik dan ribosom. 
Dinding endospora yang tebal tersusun atas protein dan menyebabkan endospora 
tahan terhadap kekeringan, radiasi cahaya, suhu tinggi dan zat kimia. Jika kondisi 
lingkungan menguntungkan endospora akan tumbuh mejadi sel bakteri baru. 
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Berdasarkan hasil pengamatan pewarnaan endospora, dari 22 isolat bakteri 
yang berbeda didapatkan 10 isolat bakteri yang memiliki endospora yaitu (A2, A4, 
A6, B7, B8, B10, B11, C1, C2 dan C4), dan 12 isolat bakteri yang tidak memiliki 
endospora yaitu (A3, A5, A7, A8, B1, B2, B3, B4, B5, B6, B9, dan C7). 
 
3. Identifikasi Molekuler Bakteri Pengakumulasi Logam Berat Timbal (Pb) dari 
Endapan Sedimen Kanal Sekitar Rumah Susun 
Dari hasil elektroferesis keempat sampel diketahui terdapat pita yang 
terseparasi dan sejajar dengan marker 996 bp. Hal ini mengindikasikan bahwa 
fragmen gen yang teramplifikasi dengan ukuran 996 bp, sehingga dapat 
disimpulkan bahwa proses amplifikasi keempat isolat bakteri pengakumulasi 
logam timbal berhasil dilakukan. Selanjutnya hasil dikirim ke PT. Genetika 
Science Indonesia yang kemudian akan dikirim ke 1
st 
BASE Sequencing INT 
Malaysia untuk pemetaan pasang basa yang berhasil diamplifikasi. Dari hasil 
sequencing yang didpatkan dari Malaysia terdapat isolat bakteri yang memiliki 
kesamaan yaitu isolat B3 dan B4, yang berasal dari kanal belakang rumah sakit 
Siloam, sehingga hanya diambil satu sampel saja yang mewakili titik lokasi 
penelitian tersebut yaitu sampel isolat B3. 
 Hasil yang diperoleh dari Malaysia selanjutnya dianalisis pada Gen Bank 
menggunakan analisis BLAST. Analisis BLAST dilakukan dengan tujuan untuk 
membandingkan hasil yang diperoleh dengan hasil sekuen DNA dari seluruh dunia 
yang didepositkan pada data base Gen Bank. Analisis hasil BLAST tersebut 
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memberikan informasi mengenai bakteri apa yang mempunyai kesamaan dengan 
urutan DNA sampel sehingga dapat digunakan untuk identifikasi bakteri. Analisis 
BLAST dilakukan secara online pada website National Center For Biotechnology 
Information (NCBI, 2016): (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). ciri-ciri sekuens dari 
Gen Bank yang paling mirip dengan sekuens DNA yang diperoleh yaitu nilai Max 
Score dan Total Score sama, Query Coverage mendekati 100%, E-Value 
mendekati 0 dan Identities mendekati 100%. Dari kelima parameter tersebut, nilai 
Query Coverage yang paling penting karena menunjukkan persentase database 
yang tertutupi oleh Query. Apabil nilai E-Value semakin mendekati nol, hasilnya 
akan lebih terpercaya dan bia nilainya 1 maka tidak boleh digunakan (Narita, 
2012). 
Informasi dari hasil BLAST tersebut berupa Max Score dan Total Score, 
Query Coverage, E-Value dan Identities. Max Score dan Total Score adalah 
jumlah keselarasan semua segmen dari urutan database yang cocok dengan urutan 
nukleutida. Nilai skor menunjukkan keakuratan nilai penjajaran sekuens berupa 
nukleutida yang tidak diketahui dengan sekuens nukleutida yang terdapat di dalam 
Gen Bank. Semakin tinggi nlai skor yang dperoleh maka semakin tinggi tingkat 
homologi kedua sekuens. Query coverage adalah presentasi dari panjang 
nukleutida yang selaras dengan database yang terdapat pada BLAST. Nilai E-
Value merupakan nilai dugaan yang memberikan ukuran statistik yang signifikan 
terhadap kedua sekuens. Nilai E-Value yang semakin tinggi menunjukkan tingkat 
homologi antar sekuens semakin rendah, sedangkan nilai E-Value yang semakin 
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rendah menunjukkan tingkat homologi antar sekuens semakin tinggi. Nilai E-
Value bernilai 0 (nol) menunjukkan bahwa kedua sekuens tersebut identik. 
Identities adalah nilai tertinggi dari persentasi identitas atau kecocokan antara 
sekuens query dengan sekuens database yang tersejajarkan (Narita, 2012). 
Hasil analisis BLAST dari ketiga isolat bakteri pengakumulasi logam timbal 
menunjukkan bahwa spesies isolat A8 adalah bakteri Pseudomonas aeruginosa 
dengan nilai maximum score 1639, total score 6545, query coverage 98% dan 
identitas 98%. Spesies isolat B3 adalah bakteri Alcaligenes faecalis dengan nilai 
maximum score 1701, total score 5105, query coverage 97% dan identitas 99%. 
Spesies isolat C2 adalah bakteri Bacillus thuringiensis dengan nilai maximum 
score 1548, total score 21608, query coverage 97% dan identitas 96%. 
1. Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa berbentuk batang dengan ukuran sekitar 0,5 
sampai 1,0 µm. bakteri ini terlihat sebagai bakteri tunggal, berpasangan dan 
terkadang membentuk rantai yang pendek. Pseudomonas aeruginosa adalah 
bakteri gram negatif aerob obligat, berkapsul, mempunyai flagella monotrik 
(flagel tunggal pada salah satu kutub) polar sehingga bakteri ini bersifat motil, 
dan  memiliki suhu pertumbuhan 42
o
C. Pseudomonas aeuginosa tidak 
menghasilkan spora  dan tidak dapat memfermentasikan karbohidrat pada uji 
biokimia. Bakteri ini menghasilkan hasil negatif pada uji methyl red dan Voges 
proskauer. Bakteri ini secara luas dapat ditemukan di alam contohnya tanah, air, 
tanaman dan hewan. Pseudomonas aeruginosa mampu tumbuh di lingkungan 
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yang mengandung oli dan bahan bakar minyak lainnya. Beberapa spesies 
memiliki memiliki sifat patogenik bagi manusia dan binatang. Pseudomonas 
aeruginosa adalah patogen portunistik. Ketika bakteri ini ditumbuhkan pada 
media yang sesuai, bakteri ini akan menghasilkan pigmen nonfluoresens 
berwarna kebiruan (piosianin). Beberapa strain Pseudomonas juga mampu 
menghasilkan pigmen fluoresen berwarna hijau yaitu pioverdin dan pigmen 
berwarna merah coklat yaitu piorubin. Pseudomonas aeruginosa memproduksi 
katalase, oksidase dan ammonia dari arginin. Bakteri ini dapat menggunakan 
sitrat sebagai sumber karbonnya. Bakteri Pseudomonas aeruginosa mampu 
mendegradasi polutan hidrokarbon yang ada di lingkungan perairan maupun di 
tanah, dapat menurunkan aromatik hidrokarbon seperti methylbenzene yang 
merupakan produk-produk industri minyak bumi dan biasanya digunakan 
sebagai pelarut untuk enamel  dan cat serta dalam produksi obat dan bahan 
kimia serta dapat memecah toluene bentuk paling sederhana methylbenzene 
(pengendalian pencemaran). 
 
 
 
 
Gambar 4.9 bakteri Pseudomonas aeruginosa (www. Google. http:// gambar 
bakteri Pseudomonas aeruginosa, 11 Januari 2017). 
 
Klasifikasi dari bakteri Pseudomonas aeruginosa sebagai berikut: 
89 
 
 
 
Kingdom : Bacteria 
Phylum : Proteobacteria 
Class : Gamma proteobacteria 
Order : Pseudomondales 
Family : Pseudomonadaceae 
Genus : Pseudomonas 
Spesies : Pseudomonas aeruginosa (Schroter, 1872). 
Penelitian yang dilakukan oleh Khoiroh (2014) tentang bioremediasi 
logam berat timbal (Pb) dalam lumpur lapindo menggunakan campuran bakteri 
Pseudomonas pseudomallei dan Pseudomonas aeruginosa menunjukkan bahwa 
bakteri Pseudomonas pseudomallei dan Pseudomonas aeruginosa mampu 
menurunkan kadar logam berat timbal (Pb) dari konsentrasi awal sebesar 3.5 
ppm menjadi 1.21 ppm dengan persen penurunan sebesar 65%. 
2. Alcaligenes faecalis 
Alcaligenes faecalis merupakan bakteri Gram negatif, bersifat aerobik, 
dan motil. Jenis bakteri ini dapat ditemukan pada air, tanah dan asosiasi 
lingkungan dengan manusia serta dapat tumbuh pada suhu 37º C. Alcaligenes 
faecalis termasuk ke dalam Protobacteria, pertama kali ditemukan pada feses 
namun pada saat ini dapat ditemukan di lingkungan. 
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Gambar 4.10 bakteri Alcaligenes faecalis (www. Google. http:// gambar bakteri 
Alcaligenes faecalis, 11 Januari 2017). 
 
 
 
Klasifikasi dari bakteri Alcaligenes faecalis sebagai berikut: 
Kingdom  : Bacteria 
Phylum : Proteobacteria 
Class : Beta proteobacteria 
Order : Burkholderiales 
Family : Alcaligenaceae 
Genus : Alcaligenes 
Spesies : Alcaligenes faecalis (Castellani & Chalmes, 1919). 
Penelitian tentang bakteri Alcaligenes faecalis dilaporkan diketahui dapat 
mereduksi logam berat diantaranya logam kromium, timbal dan jenis logam 
lainnya yang berbahaya terhadap lingkungan dan bersifat toksik bagi makhluk 
hidup. Sehingga bakteri Alcaligenes faecalis dapat digunakan sebagai agen 
bioremediasi untuk mengurangi jumlah pencemaran logam berat terhadap 
lingkungan. 
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Penelitian ini juga didukung pada penelitian yang dilakukan oleh Shakoori 
(2010) yang menunjukkan kemampuan bakteri Alcaligenes faecalis dalam 
mereduksi logam tetapi bukan logam timbal melainkan logam kromium (VI) 
sebesar 97% dari konsentrasi awal 100 µg/ml selama 24 jam pada media lurea 
bertani. 
3. Bacillus thuringiensis 
Bakteri Bacillus thuringiensis (Bt) memiliki ukuran lebar 1,0 - 1,2 μm dan 
panjang 3 - 5 μm dan diameter 5-10 mm. Termasuk bakteri Gram positif, Sel 
menghasilkan endospora berbentuk oval dengan letak subterminal. Endospora 
merupakan bentuk dorman bakteri-bakteri tertentu dan bersifat tahan terhadap 
suhu tinggi, sinar ultraviolet, sinar-X, bahan kimia, dan pengeringan. Selain 
adanya endospora, Bacillus thuringiensis (Bt) memiliki strktur yang disebut 
Kristal protein protoksin intraseluler. Kristal protein ini adalah ciri khas yang 
dimiliki oleh bakteri Bacillus thuringiensis (Bt). Kemampuannya membentuk 
kristal (tubuh paraspora) bersamaan dengan pembentukan spora, yaitu pada 
waktu sel mengalami sporulasi. Kristal tersebut merupakan kompleks protein 
yang mengandung toksin (δ-endotoksin) yang terbentuk di dalam sel 2-3 jam 
setelah akhir fase eksponensial dan baru keluar dari sel pada waktu sel 
mengalami autolisis setelah sporulasi sempurna. Bacillus thuringiensis (Bt) 
dapat tumbuh pada interval suhu 0 - 50
0
C dan memiliki pertumbuhan optimum 
pada suhu 40
0
C Selain itu, Bacillus thuringiensis (Bt) dapat tumbuh pada 
kisaran pH 6.4 sampai 7.5 dan mampu tumbuh optimum pada pH 7.0. Bacillus 
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thuringiensis (Bt) dapat tumbuh optimum pada kisaran salinitas 20 - 50 ppt 
karena bakteri Bacillus thuringiensis (Bt) merupakan bakteri halotoleran yang 
dapat mentolerir berbagai tingkat salinitas.  
Bakteri Bacillus thuringiensis (Bt) memiliki ciri koloni bakteri seperti 
bewarna putih berbentuk bulat, tepian berkerut atau bergelombang, elevasi 
timbul, dan permukaannya kasar. Bakteri Bacillus thuringiensis (Bt) merupakan 
salah satu jenis bakteri yang dapat diisolasi langsung dari tanah, kotoran, dan 
bagian tumbuhan. 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.11 bakteri Bacillus thuringiensis (www. Google. http:// gambar 
bakteri Bacillus thuringiensis, 11 Januari 2017). 
 
Klasifikasi dari bakteri Bacillus thuringiensis sebagai berikut: 
Kingdom : Eubacteria 
Phylum : Firmicutes 
Class : Bacilli 
Order : Bacillales 
Family : Bacillaceae 
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Genus : Bacillus 
Spesies : Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915). 
Penelitian ini juga didukung pada penelitian yang dilakukan oleh Sahin 
(2005) yang telah mengisolasi bakteri Bacillus thuringiensis yang dapat 
mereduksi ion logam tetapi bukan logam timbal melainkan logam kromium 
(VI) dengan menggunakan spora Kristal bakteri Bacillus thuringiensis pada 250 
mg/l dengan jumlah penyerapan 24.1% dan dengan menggunakan sel vegetatif 
Bacillus thuringiensis dengan jumlah penyerapan 18.00%.  
4. Uji akumulasi bakteri terhadap logam timbal (Pb) 
Hasil penelitian yang dilakukan bahwa isolat bakteri yang didapatkan dari 
endapan sedimen perairan kanal sekitar rumah susun menunjukkan dapat 
mengakumulasikan logam berat timbal (Pb). Isolat bakteri A8 yang didapatkan 
dari kanal rumah susun merupakan bakteri Pseudomonas aeruginosa sangat efektif 
dalam menurunkan kadar logam berat timbal dengan konsentrasi 250 ppm menjadi 
9.128 ppm dengan total reduksi menjadi 240.9 ppm dengan jumlah persentase 
reduksi yaitu 96%. Isolat bakteri B3 yang didapatkan dari kanal belakang ruma 
sakit Siloam merupakan bakteri Alcaligenes faecalis juga sangat efektif dalam 
menurunkan kadar timbal dari konsentrasi 250 ppm menjadi 4.057 ppm dengan 
total reduksi yaitu 246 ppm dengan jumlah persentase reduksi yaitu 98.4% dan 
isolat bakteri C2 yang didapatkan dari kanal yang berhubungan langsung dengan 
air laut merupakan bakteri Bacillus thuringiensis juga menunjukkan 
kemampuannya dalam mereduksi logam timbal dari konsentrasi 250 ppm menjadi 
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0.471 ppm dengan jumlah total reduksi yaitu 249.5 ppm dengan persentase reduksi 
yaitu 99.8%. 
Ketiga isolat bakteri yang didapatkan, isolat bakteri C2 yaitu bakteri 
Bacillus thuringiensis memiliki kemampuan yang lebih tinggi dalam mereduksi 
logam berat timbal dibandingkan kedua isolat bakteri yang lainnya yaitu isolat A8 
yang merupakan bakteri Pseudomonas aeruginosa dan B3 yaitu bakteri 
Alcaligenes faecalis. Total persentase reduksi bakteri Bacillus thuringiensis pada 
konsentrasi 250 ppm yaitu mencapai 99.8%. proses bakteri dalam mereduksi 
logam timbal dapat melalui kondisi aerobik dan anaerobik. Dalam kondisi aerobik 
logam direduksi dengan bantuan NADH sebagai donor elektron (Kuadjo dan Zeze 
et al., 2010 dalam Lewaru 2012), dan pada kondisi anaerobik logam direduksi 
menggunakan Cytoplasmicmembrane proteins yang dimiliki oleh bakteri (Kuadjo 
dan Zeze et al., dalam Lewaru 2012). Jumlah reduksi yang dihasilkan oleh ketiga 
isolat bakteri tersebut menunjukkan kemampuan bakteri dalam menurunkan 
konsentrasi logam timbal.  
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BAB V 
PENUTUP 
A. Kesimpulan 
Adapun kesimpulan pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Ciri makroskopik koloni bakteri yang dimiliki dari ke 22 sampel isolat bakteri 
yang dapa mengakumulasikan logam berat timbal (Pb) sangat beranekaragam ada 
yang memiliki ukuran koloni yang besar, sedang dan kecil. Bentuk koloni yang 
irregular, circular, rhizoid dan filamentaus. Permukaan koloni yang kasar, halus 
mengkilap, kering seperti bubuk dan berkerut. Tepi koloni yang undulate, entire, 
rhizoid, filamentaus dan curled. Elevasi koloni yang umbonate dan convex. Ciri 
mikroskopik sel bakteri yang dimiliki juga beraneka ragam ada 10 jenis sel bakteri 
memiliki bentuk Monobacil, 8 jenis sel bakteri memiliki bentuk Streptobacil, 1 
jenis sel bakteri memiliki bentuk Monococcus, 1 jenis sel bakteri memiliki bentuk 
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Diplococcus dan 2 jenis sel bakteri memiliki bentuk Diplobacil. Ada 16 isolat 
bakteri yang bersifat gram positif dan 6 isolat bakteri yang bersifat gram negatif. 
Ada 10 isolat bakteri yang memiliki endospora dan 12 isolat bakteri lainya tidak 
memiliki endospora. 
2. Tiga  isolat bakteri yang memiliki tingkat pertumbuhan yang paling baik di media 
logam timbal (Pb) yang memiliki kemampuan untuk mengakumulasikan logam 
berat timbal yaitu isolat A8, B3 dan C2. Setelah diidentifikasi secara molekular 
menunjukkan bahwa isolat A8 merupakan bakteri Pseudomonas aeruginosa, B3 
merupakan bakteri Alcaligenes faecalis dan isolat C2 merupakan bakteri Bacillus 
thuringiensis. 
3. Dari ketiga isolat bakteri yaitu Pseudomonas aeruginosa memiliki kemampuan 
dalam mengakumulasi logam timbal 96% dengan total akumulasi 241 ppm, 
Alcaligenes faecalis memiliki kemampuan dalam mengakumulasi logam timbal 
98.4% dengan total akumulasi 246 ppm dan Bacillus thuringiensis memiliki 
kemampuan dalam mengakumulasi logam timbal 99.6 % dengan total akumulasi 
249 ppm. 
 
B. Saran 
Adapun saran dari penelitian ini yaitu: 
1. Sebaiknya isolat bakteri yang telah berhasil diidentifikasi sebagai bakteri 
pengakumulasi logam berat timbal (Pb) untuk dikoleksi agar dapat digunakan 
untuk penelitian selanjutnya yang relevan, dan dapat diaplikasikan langsung ke 
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lingkungan yang tercemar logam berat timbal (Pb) dengan mengeksplorasi 
kemampuan isolat bakteri tersebut. 
2. Dari beberapa isolat bakteri yang telah didapat, selain dari ketiga isolat bakteri 
tersebut yang sudah diidentifikasi secara molekular yaitu bakteri Pseudomonas 
aeruginosa, Alcaligenes faecalis dan Bacillus thuringiensis yang dapat 
mengakumulasikan logam berat timbal (Pb) agar bisa juga diidentifikasi  secara 
molekular isolat bakteri yang lainya untuk mengetahui beberapa bakteri bakteri 
yang dapat mengakumulasi logam berat timbal (Pb) dari isolat yang didapatkan. 
3. Selain dari logam berat timbal (Pb), sebaiknya bakteri yang berhasil didapatkan 
agar bisa diaplikasikan untuk logam berat lainnya. 
4. Pada penelitian selanjutnya sebaiknya menggunakan incubator shaker untuk 
menginkubasi bakteri pada media yang diperkaya logam timbal dan 
spectrophotometer UVVS untuk mengetahui jumlah kepadatan pertumbuhan sel 
bakteri. 
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LAMPIRAN-LAMPIRAN 
Lampiran 1. Skema Penelitian 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ENDAPAN SEDIMEN PERAIRAN 
KANAL 
ISOLASI BAKTERI PENGAKUMULASI LOGAM 
BERAT TIMBAL (Pb) DARI ENDAPAN SEDIMEN 
PERAIRAN KANAL 
KARAKTERISASI BAKTERI PENGAKUMULASI 
LOGAM BERAT TIMBAL (Pb) DARI ENDAPAN 
SEDIMEN PERAIRAN KANAL 
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Lampiran 2. Alur Kerja Penelitian 
Ketiga sampel, masing-masing 10 g endapan 
sedimen disuspensikan ke dalam larutan Glukosa 
0,5 %. 
Diinkubasi dengan incubator 
shaker selama 2 jam dengan 
kecepatan 1500 rpm. 
   
Dilakukan pengenceran 
sampai 10
-6
 dan setiap 
pengenceran ditanam pada 
media NA dengan metode 
sebar (Spread Plate).  
     
IDENTIFIKASI SECARA MOLEKULAR  
SPESIES BAKTERI PENGAKUMULASI 
LOGAM BERAT TIMBAL (Pb) 
Sampel 
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Diinkubasi dengan incubator 
selama 2 x 24 jam. 
 
 
Hasil purifikasi ditanam pada media NA + Logam 
timbal (Pb) dengan konsentrasi logam timbal 250 
ppm. 
 
Diinkubasi kembali 
selama 2 x 24 jam. 
 
 
 
 
 
Pengamatan 
makroskopik koloni 
bakteri (ukuran koloni, 
bentuk koloni, 
permukaan koloni, 
elevasi dan warna koloni. 
 
Pengamatan mikroskopik 
koloni sel bakteri 
(bentuk sel, sifat Gram, 
dan pewarnaan 
endospora). 
 
Purifikasi 
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Berdasarkan tingkat 
pertumbuhan yang paling 
baik pada media NA + logam 
timbal (Pb) 
 
 
Uji kemampuan bakteri 
mengakumulasikan 
logam berat timbal (Pb) 
pada media NB (Nutrient 
Broth) menggunakan 
SSA. 
 
 
 
Lampiran 3. Pewarnaan Gram Bakteri 
 
 Memfiksasi isolat 
 Menambahkan Gram A (Kristal Violet) 
2-3 tetes 
 Diamkan selama 1 menit 
 Mencuci dengan aquades mengalir lalu 
keringkan  
 
 
 Teteskan isolat dengan Gram B (Iodium) 
 Diamkan selama 1 menit 
 Mencuci dengan aquades mengalir lalu keringkan 
 
 
Pembuatan 
Media Stok 
Uji Kemampuan Isolat 
Bakteri Terhadap Logam 
Timbal 
Identifikasi 
Molekular 
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 Tambahkan Gram C (Etanol 96%) 
 Diamkan selama 30 detik 
 Mencuci dengan aquades mengalir lalu 
keringkan 
 
 
 Tambahkan Gram D (safranin) 
 Diamkan selama 30 detik 
 Mencuci dengan aquades mengalir lalu keringkan 
 
 
 
Hasil pengecatan Gram dilihat di bawah 
mikroskop. 
 
Lampiran 4. Pewarnaan Endospora 
1. membuat preparat ulas dari isolat 
bakteri. 
2. Memfiksasi isolat. 
3. Menetesi Malacyte Green. 
4. Meletakkan diatas air mendidih. 
Membiarkan selama 5 menit. 
5. Mengangin-anginkan selama 15 menit, 
menjaga jangan sampai kering, jika 
bagian pinggir mulai mengering, 
menambahkan lagi Malacyte Green. 
6. Setelah dingin, membilas objek gelas 
dengan aquadest mengalir. 
 
1. Menetesi dengan safranin sebagai 
counter strain. 
2. Mendiamkan selama 45 detik. 
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3. Mencuci dengan aquadest mengalir, 
kemudian dikeringkan. 
 
 
  
 
 
 
 
Hasil pengecatan endospora dilihat dengan 
menggunakan mikroskop. 
 
 
Lampiran 5. Alur kerja identifikasi molekular bakteri pengakumulasi logam berat 
timbal (Pb). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Isolat Bakteri Terpilih 
Ekstraksi DNA 
Amplifiksi PCR 
(Polymerase Chain Reaction) 
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Lampiran 6. Gambar koloni isolat bakteri yang tumbuh pada media NA (Nutrient 
Agar) yang ditambahkan logam timbal (Pb) dengan konsentrasi 250 
ppm. 
 
 
 
 
 
 
  
A2 A3 A4 
   
 
 
 
Elektroforesis 
Sekuensing 
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A5 A6 A7 
   
 
 
 
 
 
A8 B1 B2 
  
 
B3 B4 B5 
   
 
 
 
 
 
B6 B7 B8 
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B9 B10 B11 
   
 
 
 
 
 
C1 C2  C4 
  
 
C7 Kontrol 
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Lampiran 7. Gambar pewarnaan Gram Ke 22 isolat bakteri pengakumulasi logam     
berat timbal (Pb) dari endapan sedimen perairan kanal 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
A2 A3 A4 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A5 A6 A7 
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A8 B1 B2 
 
  
B3 B4 B5 
 
  
B6 B7 B8 
 
  
B9 B10 B11 
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C1 C2 C4 
 
 
C7 
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Lampiran 8. Gambar koloni isolat bakteri yang tidak tumbuh pada media NA 
(Nutrient Agar) yang ditambahkan logam timbal (Pb) dengan 
konsentrasi 250 ppm. 
  
 
A1 C3 C5 
 
  
C6 C8 C9 
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Lampiran 9. Diagram perbandingan jumlah konsentrasi logam berat timbal pada 
masing masing titik lokasi penelitian. 
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Lampiran 10. Dokumentasi Penelitian 
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Lampiran 11. Alat dan Bahan 
1. Alat Penelitian 
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2. Bahan Penelitian 
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Lampiran 12. Perbandingan urutan nukleutida 
1. Sampel A8 
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2. Sampel B3 
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3. Sampel C2 
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Lampiran 13. Lokasi titik pengambilan sampel 
 
Lokasi titik pengambilan sampel pertama 
 
 
 
Lokasi titik pengambilan sampel kedua 
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Lokasi Titik Pengambilan Sampel Ketiga 
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